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Resumo

A doenca de Chagas (DC) é causada pela infeccdo pelo Trypanosoma cruzi e consiste
num importante problema de salde publica nas Américas do Sul e Central. O
acometimento do sistema nervoso central (SNC) na DC foi demonstrado na fase
aguda em criancas e na reativacdo da infeccdo em pacientes cronicos
imunossuprimidos. Na maioria dos pacientes, as manifestacdes clinicas de fase
aguda, incluindo alteragcdes neurologicas, desaparecem de forma espontanea, sem
sequelas aparentes na fase cronica da infec¢do. Contudo, portadores da DC cronica
apresentam alteragcbes comportamentais de psicomotricidade, percepcdo ambiental e
visual, distirbios de atencdo e do sono, déficit mnemoénico e depressao. Neste
trabalho, trazemos evidéncias que camundongos cronicamente infectados pelo T. cruzi
reproduzem aspectos de alteracbes comportamentais descritas nos portadores
cronicos da DC. Camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com a cepa
Colombiana do T. cruzi (150 dias apos a infeccéo, dpi) apresentam (i) ansiedade (ao
teste de labirinto em cruz elevado), (ii) alteragbes da coordenacdo motora (ao teste
rotarod), (iii) comportamento depressivo (ao teste de suspensdo da cauda e nado
forcado) e (iv) déficit cognitivo (aos testes de reconhecimento de objeto e de
habituacdo ao ambiente, mas ndo ao teste de esquiva passiva). Com o objetivo de
compreender a fisiopatologia das alteragbes comportamentais em DC crbnica
abordamos a participagéo (i) da recaptagédo de serotonina, usando fluoxetina (Fx), (ii)
do parasito, usando a droga tripanossomicida benznidazol (Bz), (iii) da resposta imune,
usando o imunorregulador pentoxifilina (PTX), e (iv) a associacdo de Bz com PTX
(Bz+PTX). Também, estudamos a correlacdo entre alteracdes comportamentais e
alteracdes neuroquimicas no cértex cerebral e hipocampo no curso da infeccdo pelo
T. cruzi, estudando a producdo dos neurotransmissores GABA e glutamato e a
expressao do fator neurotréfico do cérebro (BDNF). Camundongos C57BL/6
cronicamente infectados (120 dpi) foram tratados durante 30 dias consecutivos com
Bz, PTX, Bz+PTX ou Fx. Estas terapias reverteram ou melhoraram as alteracfes aos
testes comportamentais de depressao, ansiedade e déficit cognitivo. A melhora das
alteracdes comportamentais ocorreu em paralelo a reducdo do estresse oxidativo
(avaliado pelos niveis de malondialdeido, usando TBARS) e a efeitos benéficos na
expressao dos neurotransmissores GABA e glutamato (dosados por ressonancia
nuclear magnética) e do fator neurotréfico BDNF no SNC (em estudo de expressao
génica por (gRT-PCR). Assim, nossos dados sustentam que as alteracdes
comportamentais na DC néo estdo restritas a fatores psicolégicos, mas podem residir
em uma rede complexa de interacdes desencadeadas pelo parasito T. cruzi, levando a

alteracdes neuroimunes, que podem ser reduzidas por terapias alvo-especificas.



Abstract

Chagas disease (CD) is caused by Trypanosoma cruzi infection and is a major public
health problem in South and Central America. The involvement of the central nervous
system (CNS) in CD was demonstrated in the acute phase in children and reactivation
of infection in immunocompromised chronic patients. In most patients, the clinical
manifestations of the acute phase, including neurological disorders disappear
spontaneously without apparent sequelae in the chronic phase of infection. However,
chronic CD patients have behavioral changes as psychomotor, environmental and
visual perception, attention and sleep disorders, mnemonic deficit and depression. In
this work, we bring a set of evidence that mice chronically infected with T. cruzi
reproduce aspects of behavioral changes described in chronically infected DC patients.
C57BL/6 mice chronically infected with the Colombian strain of T. cruzi (150 days post
infection, dpi) show behavioral changes such as (i) anxiety (elevated maze test in
cross), (i) motor coordination alteration (rotarod test), (iii) depressive behavior (tail
suspension and forced swim tests) and (iv) cognitive deficit (the object recognition and
habituation tests but not to the). In passive avoidance test) In order to shed light on the
pathophysiological mechanisms of behavioral changes in chronic CD, we analyzed the
participation of (i) the serotonin reuptake, using fluoxetine (Fx), (ii) the parasite, using
the trypanocidal drug benznidazole (Bz), (iii) the immune response, using the
immunoregulator pentoxifyline (PTX) and (iv) the association of Bz with PTX
(Bz+PTX). Also, we studied the correlation between behavioral alterations and
neurochemical changes in brain cortex and hippocampus during T. cruzi infection,
studying the production of the neurotransmitters GABA and glutamate, using magnetic
nuclear resonance, and the expression of the brain-derived neurotrophic fator (BDNF),
using gRT-PCR. C57BL/6 mice chronically infected (120 dpi) were treated for 30
consecutive days with Bz, PTX, Bz+PTX or Fx. These therapies reversed or improved
alterations detected by behavioral tests of depression, anxiety and cognitive
impairment. The improvement in behavioral changes occurred in parallel to the
reduction of oxidative stress (malondialdehyde levels estimated by using the TBARS)
and beneficial effects on the expression of neurotransmitters GABA and glutamate and
neurotrophin BDNF in the CNS. Thus, we support the behavioral changes in CD are
not limited to psychological factors, but may reside in a complex network of interactions
triggered by the T. cruzi parasite, leading to neuroimmune alterations, which can be

reduced by target-specific therapies.
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1. Introducéo

A existéncia da forma nervosa da doenca de Chagas (DC) é uma questédo
de discussao desde a descri¢cao de disturbios neuroldgicos, de aprendizagem e
de comportamento por Carlos Chagas (Chagas, 1911; Silva et al. 2010). Mais
de cem anos apods a descoberta da DC, pouco se sabe sobre a fisiopatologia
das alteracbes de comportamento dos portadores desta enfermidade. Na
maioria dos pacientes, as manifestacdes clinicas de fase aguda, incluindo
alteracdes neuroldgicas, desaparecem de forma espontanea, sem sequelas
aparentes na fase crbnica da infeccdo (Prata, 2001; Pittella, 2009). Estudos
com diferentes coortes tém indicado que pacientes, portadores cronicos da DC,
apresentam alteracbes comportamentais, como depressdo e distlrbios de
memoria (Wackermann et al. 2008; Lima-Costa et al. 2009; Ozaki & Guariento,
2011; Guimaraes et al. 2014). Para muitas pessoas portadoras da DC ainda
persiste o desafio de como conviver com uma enfermidade para qual ndo ha
cura. Diante das incertezas sociais e das privacdes reais, o diagnostico de
soropositividade para DC pode ter um forte impacto mental ao ponto de levar a
uma séria deterioracdo do estado emocional, social e fisico do portador (Osaki
et al. 2011; Guimaraes et al. 2014).

Visando ao entendimento da fisiopatogenia das alteracbes
comportamentais da DC, reproduzimos no nosso laboratério em modelo de
infeccdo experimental, aspectos importantes da DC. Mostramos que
camundongos C3H/He adultos jovens infectados pela cepa Colombiana do
Trypanosoma cruzi apresentam meningoencefalite restrita & fase aguda da
infeccdo, que se auto resolve, enquanto animais C57BL/6 sdo resistentes a
meningoencefalite (Roffé et al. 2003). Contudo, animais das linhagens C3H/He
e C57BL/6 apresentam depressdo na fase cronica da infeccdo, indicando que
esta alteracdo comportamental independe da existéncia prévia da
meningoencefalite aguda, ndo sendo, portanto, uma sequela desta (Vilar-
Pereira et al. 2012). Estes dados nos levaram a questionar, adotando modelos
de infecgcéo experimental pelo T. cruzi, a existéncia de alteracdes neuroldgicas
e comportamentais durante a fase cronica da infecgdo. Embora o
acometimento do sistema nervoso central (SNC) durante esta fase da DC
permaneca ndo esclarecido, o SNC € o principal sitio de infec¢cdo em episédios

de reativagdo cronica, os quais frequentemente sdo acompanhados por grave
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forma de meningoencefalite que ocorre em cerca de 87% dos casos; além de
miocardite, que ocorre em cerca de 30% dos casos (Antunes et al. 2002),
apresentando graves lesdes (Rocha et al. 1994). J4& foi demonstrado
anteriormente que as células gliais, especialmente astrocitos e microglia, sao
0s principais tipos celulares parasitados no SNC (Villela, 1932; Pittella, 1991).
As alteracbes comportamentais podem ser consequéncias de presenca do
parasito no SNC. Desta forma, nosso projeto tem como hip6tese que as
alteragbes neurologicas e comportamentais (ansiedade, depresséo e disturbios
de memdria) estdo presentes na fase crénica da infeccdo experimental pelo
T. cruzi associadas a uma rede complexa de interacdes provocadas pelo
parasito. Posteriormente, baseado em nossos achados, mostramos que
camundongos C57BL/6 cronicamente infectados (150 dias apés a infeccdo,
dpi) apresentaram além do comportamento depressivo, alteracdes
comportamentais de ansiedade e falta de coordenacdo motora. Estas
alteracbes ndo estavam associadas a doencas neuromusculares nem ao
comportamento associado a doenca (sickness behavior) (Vilar-Pereira et al.
2015). A partir destes achados, buscamos entender, nos modelos
experimentais que reproduzem aspectos das mudancas de comportamento
(depressdo e ansiedade), detectadas em pacientes de DC, fatores
fisiopatogénicos que levam a essas alteragcbes comportamentais. Mostramos
recentemente que o modelo de infeccdo cronica de camundongos C57BL/6
com a cepa Colombiana do T. cruzi é adequado para explorar mecanismos
fisiopatogénicos da forma nervosa da DC e para ferramentas terapéuticas, que
também poderiam ser aplicaveis a distlrbios ndo infecciosos (Vilar-Pereira et
al. 2012; Vilar-Pereira et al. 2015). A seguir revemos os dados da literatura que

nos levaram a propor esta hipotese.
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2. Revisédo Bibliografica
2.1 O Trypanosoma cruzi e seu ciclo biologico

O Trypanosoma cruzi € um protozoario hemoflagelado da familia
Trypanosomatidae (De Souza, 2002). E o agente etiolégico da
Tripanossomiase Americana ou DC, uma antropozoonose frequente na
América Latina. A Tripanossomiase Americana foi descoberta por Carlos
Chagas em 1909, quem descreveu também seu agente etiol6gico, vetor,
reservatorios naturais e o ciclo do T. cruzi, bem como o0s sinais principais da
doenca causada por esse parasito em humanos (Chagas, 1909).

O T. cruzi apresenta um ciclo biolégico complexo (Figura 1.1), que, sob
condicbes naturais, se alterna entre hospedeiros invertebrados, uma grande
diversidade de hemipteros hematéfagos (mais de 130 hemipteros da familia
Reduviidae) popularmente conhecidos como “barbeiro” ou “chupdo”, e
hospedeiros vertebrados (mais de 100 espécies de mamiferos de diferentes
ordens) (Lambrecht, 1965; Zeledén & Rabinovich, 1981). Parte do ciclo vital
desse protozodrio ocorre no triatomineo e a outra parte no hospedeiro
vertebrado infectado, envolvendo formas proliferativas e formas com
capacidade infectante (Chagas, 1909).

Ao realizar repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado, o
vetor triatomineo torna-se infectado ao ingerir as formas tripomastigotas
sanguineas. Nos triatomineos, as formas tripomastigotas se diferenciam em
epimastigotas (formas replicativas no hospedeiro invertebrado) no intestino
meédio, onde se multiplicam por divisdo binaria simples. A diferenciacdo em
tripomastigotas metaciclicas altamente infectantes ocorre na porcao final do
trato digestivo do inseto, sendo esta forma eliminada junto as fezes apés o
repasto do vetor. No momento do repasto, formas tripomastigotas metaciclicas
infectivas penetram pelas camadas iniciais da derme ou das mucosas,
podendo entrar na circulacdo sanguinea. Do sangue os parasitos infectam
tecidos e invadem praticamente todos os tipos celulares. Uma vez formado e
rompido o vacuolo parasitéforo no interior das células infectadas, os
tripomastigotas se posicionam no citoplasma da célula hospedeira, onde se
diferenciam em formas amastigotas, as quais se multiplicam por divisado binaria
simples. Apos aproximadamente nove ciclos de divisdo, as formas amastigotas
voltam a se diferenciar em formas tripomastigotas, as quais rompem a célula

hospedeira e alcangam a circulagdo sanguinea, de onde podem reinfectar

19



outras células, ou serem ingeridas por um vetor na ocasido de um novo repasto
sanguineo (De Souza et al. 2010; Rassi Jr et al. 2012).

Diversas células do organismo, incluindo macréfagos, células da glia,
células endoteliais, fibras musculares lisas, esquelética e cardiaca podem ser

infectadas pelo T. cruzi (Tanowitz et al. 2009).

/ Ciclo no = \

hospedeiro
vertebrado

Pele ou
mucosa

‘/ Ciclo no \“
\ vetor
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/
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Kudo Ptz

Figura 1.1: Ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi. O ciclo biolégico do T. cruzi. O
T. cruzi é naturalmente transmitido pelo inseto hemiptero (barbeiro) da familia
Reduviidae. Durante o repasto sanguineo, o inseto deposita na pele do hospedeiro
vertebrado as fezes contendo a forma infectante do parasito (1). Em seguida, a forma
tripomastigota metaciclica alcanga o tecido subjacente e a corrente sanguinea do
hospedeiro através da picada do inseto, pelo espalhamento até areas lesionadas ou
pelas mucosas. Nos hospedeiros mamiferos, formas tripomastigotas penetram em
células locais (2) e se diferenciam em amastigotas; que séo formas intracelulares e
reprodutivas do parasito (3). Ocorre uma nova diferenciacdo para forma infectante
tripomastigota (4) causando o rompimento da célula e liberacdo dos parasitos na
circulacdo (5). Estes podem invadir novas células, ficar no sangue (6) ou colonizar
outros tecidos. Os hemipteros séo infectados quando ingerem formas tripomastigotas
durante o seu repasto sanguineo (7). No hospedeiro invertebrado, as formas
tripomastigotas ingeridas evoluem para as formas epimastigotas (8), as quais se
multiplicam intensamente ao longo do tubo digestivo do inseto (9) e ao atingirem a
ampola retal diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos (10), que sao formas
infectantes para o hospedeiro mamifero. Criagdo coletiva do Laboratério de Biologia
das Interacdes (baseado em Chagas, 1909).

20



2.2 A doenca de Chagas

A DC é endémica da América Latina e € considerada um dos principais
problemas de saude publica nesta regido, onde afeta entre 8 a 15 milhdes de
pessoas. Aproximadamente 100 milhdes de pessoas se encontram sob risco
de infeccdo (Lannes-Vieira et al. 2010; Rassi Jr et al. 2010; Rassi Jr.et al.
2012). Entretanto, o fluxo de imigrantes dos paises endémicos fez com que
essa doenca se tornasse um problema de saude fora dos limites da América
Latina, passando a afetar paises como EUA e Canada, assim como paises da
Europa, Asia e Oceania (Rassi Jr et al. 2010; Rassi Jr et al. 2012; Hotez et al.
2013; Strasen et al. 2014). O | Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas
(MS, 2005) indicou que havia aproximadamente dois milhdes de portadores
cronicos de DC no Brasil, contudo a revisdo recente destes numeros indica 4,9
milhdes de infectados (IC 95%: 2-9 a 7,2 milhdes) pelo T. cruzi no Brasil (Il
Consenso Brasileiro em Doencga de Chagas, MS, 2015). O controle do principal
vetor da DC, o Triatoma infestans, resultou em reducdo de mais de 95% do
namero de casos de infec¢do aguda, modificando o quadro da DC no Brasil, da
maioria dos pacientes entre 20-50 anos de idade na década de 1950 para a
maioria dos portadores acima de 40 anos de idade atualmente (Laranja et al.
1956; Rassi Jr et al. 2010). Cerca de 10 a 30 anos ap6és a infeccao, 30 a 40%
dos portadores da DC evoluem para a forma cardiaca da DC. A transmisséo
oral a partir de formas tripomastigotas ocorre pela ingestdo de alimentos
contaminados com protozodrios provenientes de excretas de triatomineos, tem
sido observada com frequéncia e é responsavel por surtos em diversos locais
(Coura, 2007; Ferreira et al. 2014).

Classicamente, humanos e outros mamiferos se tornam infectados pelo
agente causador no local da picada do inseto vetor ou apds carreamento de
dejetos do inseto contendo formas infectivas para as mucosas. Outras formas
de infecgdo se dao por via oral, através da ingestdo de alimentos contendo as
formas tripomastigotas do parasito, transfusdo sanguinea, transplante de
orgéos, acidentes de laboratorio e transmissdo materno-fetal (Villalta et al.
2013).

A DC caracteriza-se por apresentar duas fases clinicas: a fase aguda e a
fase crbnica (Figura 1.2). A fase aguda ocorre logo apds a infec¢do, sendo

caracterizada pela presenca de parasitos circulantes no sangue periférico
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(parasitemia patente), bem como pelos sinais de porta de entrada do parasito,
como o chagoma de inoculacdo (na pele) e/ou edema unilateral ou bipalpebral
(sinal de Romana). Nesta fase, nos tecidos alvos da infeccdo encontram-se
intensos infiltrados inflamatérios. Na fase aguda, em grande parte dos
individuos a doenca € assintomatica ou a sintomatologia pode passar
despercebida, porém parte dos pacientes pode apresentar febre, mal-estar,
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, inflamacdo no tecido cardiaco
(miocardite) com alteracbes elétricas transitorias, e/ou no sistema nervoso
central (meningoencefalite). A inflamacao tecidual tende a diminuir apés a fase
aguda da infeccao (Rassi Jr et al. 2010; Tanowitz et al. 2009; Rassi Jr et al.
2012).

Embora incomum, a morte pode ocorrer na fase aguda da DC (5-10%
dos casos sintomaticos), especialmente nos casos de miocardite grave ou
meningoencefalite, ou ambas (Prata, 2001; Rassi Jr et al. 2010). Além disso, a
infeccdo em criangas abaixo de 2 anos de idade ou em individuos
imunossuprimidos, geralmente, leva a quadros graves de meningoencefalite,
na maioria das vezes fatais (Sanches et al. 2014; Cérdova et al. 2010; Coura,
2007).

As manifestacdes da fase aguda se resolvem espontaneamente em pelo
menos 90% dos individuos (Rassi Jr et al. 2010; Tanowitz et al. 2009). A
presenca do parasito induz uma acentuada resposta imunolégica no individuo,
e consequente diminuicdo a niveis sub-patentes de parasitos no sangue ou nos
tecidos, sendo antigenos e DNA do parasito detectados no tecido cardiaco por
técnicas de imunoistoquimica ou biologia molecular, respectivamente (Reis et
al.1993; Jones et al. 1993) e, ap6s um periodo que vai de dois a quatro meses,
esses individuos progridem a fase crbénica da DC (Prata, 2001; Dutra et al.
2005; Rassi Jr et al. 2012). A fase crbnica apresenta as seguintes formas
clinicas: indeterminada, cardiaca, digestiva e cardio/digestiva ou mista (Rassi
Jr et al. 2010), sendo a existéncia da forma nervosa ainda matéria de debate
(Prata et al. 2001; Wackermann, 2008; Silva et al. 2010; Ozaki et al. 2011;
Guimarées et al. 2014).

A forma indeterminada € a mais frequente e caracterizada por auséncia
de sinais clinicos ou sintomas. Apesar de apresentarem positividade para
anticorpos anti-T. cruzi, os portadores da infeccdo chagasica ndo apresentam

alteracdes nos exames eletrocardiograficos (ECG) e radiografias mostram
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coracao, esbfago e colon com aspecto normal. Dos pacientes que evoluem
para as formas sintomaticas da DC, a maioria apresenta a forma cardiaca
(Prata, 2001; Coura, 2007; Rassi Jr. et al. 2010; Rassi Jr et al. 2012). Cerca de
30-40% dos pacientes desenvolvem a forma cardiaca, caracterizada pela
presenca de infiltrados inflamatorios, lesédo nas fibras cardiacas e consequente
remodelamento do tecido e fibrose, que levam a disfuncédo cardiaca crénica
(Rassi Jr et al. 2010, Alvarez et al. 2014). Com o progresso da lesdo tecidual
ocorrem alteragbes cardiacas como a perda do tébnus muscular, arritmias,
dilatacdo do coracdo, aneurisma apical, diminuicdo da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo (FEVE) e insuficiéncia cardiaca (IC), além de
anormalidades na conducédo atrio-ventricular e intraventricular provocadas por
destruicdo dos tecidos de conducao, dentre outras manifestagdes (Laranja et
al. 1953, Higuchi et al. 2003, Rassi Jr et al. 2010).

Uma percentagem menor dos pacientes, cerca de 10-15%, apresenta a
forma digestiva (Prata, 2001; Rassi Jr et al. 2012). Esta forma é caracterizada
por alteragdes na secregdo, na motilidade, na absor¢gdo e, nos casos mais
graves, devido a intensa destruicdo dos plexos mioentéricos, provocada tanto
pelo parasito quanto pela resposta imune inflamatoria do hospedeiro, ocorre
disperistalsia do es6fago e célon, levando a sindrome dos megas
(megaes6fago e megacélon) (Coura, 2007; Rassi Jr et al. 2012). Como
resultado do megaesodfago, o individuo apresenta disfagia, dor epigastrica,
regurgitacdo, ptialismo, além de ma nutricdo. O megacolon causa prolongada
constipacdo intestinal, distensdo abdominal e, ocasionalmente, obstrucao
intestinal devido ao fecaloma (acumulo de fezes no coélon sigmoide) (Rassi Jr et
al. 2010; Rassi Jr et al. 2012). Ha ainda um reduzido grupo de pacientes
sintomaticos com a forma cardio-digestiva, ou seja, que apresenta

concomitantemente as complicacdes cardiacas e digestivas abordadas acima.
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Figura 1.2: Curso natural da infec¢gdo pelo Trypanosoma cruzi. Apos infec¢gdo com
0 parasito, 0 paciente apresenta alta parasitemia e parasitismo, caracterizando a fase
aguda da doenca, com duracao de dois a quatro meses. Devido a intensa ativagdo do
sistema imune, ha controle da replicagdo do parasito, de forma que ha diminuicdo dos
niveis de parasitemia e parasitismo, dando inicio a fase cronica. A fase crbnica
apresenta quatro formas clinicas distintas: indeterminada, cardiaca, digestiva e
cardiodigestiva. Estima-se que 70% dos infectados chagéasicos apresentem a forma
indeterminada da doenca e, embora o prognéstico desses pacientes seja favoravel,
sabe-se que 2 a 5% desses pacientes podem evoluir, anualmente, para as formas
sintomaticas da doenca, sejam essas cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva com
distintas manifestacées patolégicas que refletem o grau de morbidade associado a
infeccdo (Modificado a partir de Junqueira et al. 2010).

A partir da década de 1980, com a criacdo e melhoria dos programas de
controle vetorial e triagem obrigatoria dos bancos de sangue, comecou a haver
reducdo substancial no nimero de novos casos de infeccdo (Prata, 2001;
Lannes-Vieira et al. 2010; Rassi Jr et al. 2010). No Brasil, a incidéncia de novos
casos passou de aproximadamente 100 mil em 1980 para menos de 500 casos
agudos por ano entre 2001 e 2006 (Lannes-Vieira et al. 2010). Nos ultimos
anos a participacdo do parasito como protagonista na patogenia das lesbes
teciduais diretamente ou participando do desencadeamento de resposta imune
desregulada, possivelmente envolvida na formacéo das lesdes teciduais, fez
ressurgir o interesse no entendimento dos mecanismos patogénicos,

desenvolvimento de vacinas, assim como de terapias associativas, visando ao
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melhor prognéstico dos pacientes, particularmente dos portadores da forma
cardiaca da DC (Lannes-Vieira et al. 2010; Vilar-Pereira et al. 2012; da Cunha
Filho et al. 2013; Pereira et al.2015 a ; Vilar-Pereira et al. 2016).

2.3 Sistema nervoso central e a doenca de Chagas
2.3.1 O Sistema nervoso central

O SNC controla as fungdes organicas e a integracdo ao meio ambiente.
Ou seja, ele ndo somente controla e coordena as funcdes de todos os
sistemas do organismo, mas também, ao receber os devidos estimulos, é
capaz de interpreta-los e desencadear respostas adequadas a eles. Todas as
sensacdes sao controladas pelo SNC (Grabowski, 2008). O SNC ¢é o local
onde acontecem 0s pensamentos, as emoc¢des e as memorias (Kandel et al.
2003; Lent, 2004; Gerbasi & Costa, 2015). A homeostase é mantida pelas
suas atividades reguladoras e coordenadoras, concretamente pelas
capacidades de detectar, interpretar e responder a mudancas (lzquierdo,
2011; Zeltzer et al. 2012). Portanto, o SNC é uma rede de células nervosas
que integra, de uma forma estruturada, dindmica, interdependente e interativa,
as atividades dos seus diversos componentes e se constitui como o principal
responsavel pela regulacédo das funcdes do nosso organismo, suas respostas
e reacdes aos estimulos ou situacdes proporcionados ou desencadeados pelo
meio exterior (Horvath, 2006).

2.3.2. Comprometimento do sistema nervoso central na doenca de
Chagas

Carlos Chagas foi o primeiro pesquisador a descrever lesbes
neuropatolégicas relacionadas a DC caracterizadas pela presenca do parasito
no SNC de humanos (Chagas, 1909, 1911, 1916). Pertubac¢des funcionais
como retardamento da evolucdo em criancas com condi¢des intelectuais
precarias, ocorréncia de convulsdes muito frequentes em diversas idades e
infantilismo em adultos foram observadas por Chagas (1909). A caracterizacao
da forma nervosa por Carlos Chagas foi justificada por autopsia em uma
crianga que veio a Obito por meningoencefalite. As lesdes foram denominadas
“focos multiplos disseminados” em diversas regides do SNC, atribuindo a essa
multiplicidade de localizagBes a expressdo das variantes clinicas da sindrome

nervosa. “Graus variados de comprometimento da inteligéncia e da linguagem”,
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convulsdes além de pertubacdes motoras foram observadas em portadores da
doenca de Chagas. Focos parasitarios e focos de inflamacéo foram descritos
desde o encéfalo até a medula espinhal (Chagas 1911,1916).

Estudos experimentais comecaram a ser realizados a partir da
descoberta e evidéncia da doenca de Chagas em portadoes humanos. Vianna,
(1911) relatou a presenca de inumeros focos inflamatérios multiplos
disseminados no cortex cerebral, dos animais (gatos), que apresentaram
perturbacdes motoras, especialmente nos membros, tendo sido os membros
posteriores mais frequentemente acometidos. As analises observadas em todo
encéfalo (cérebro, tronco encefalico e cerebelo) nos modelos experimentais
assemelharam-se ao descrito por Carlos Chagas nos exames post mortem em
humanos (Chagas, 1909; Vianna, 1911). Outro trabalho experimental realizado
em caes analisou a natureza e a importancia das lesdes que o T. cruzi
determina para o sitio do SNC (Torres & Villaga, 1919). Os autores induziram a
primeira infeccdo experimental em cdes sem informar a cepa e indculo,
demonstrando um quadro de “encefalomielite benigna com hipertrofia glial e
amastigotas dentro e fora das células nos focos inflamatorios ou distantes
destes, com maior frequéncia na substancia branca” (Torres & Villaca, 1919).
Caes inoculados com T. cruzi desenvolveram um quadro de encefalomielite
com a presenca de parasitos no SNC, lesdes degenerativas com reacao glial e
alteracdes vasculares. No quadro clinico, os cédes apresentaram manifestacdo
de astasia (dificuldade de se manter em pé), paralisias, convulsdes e outras
desordens nervosas. Focos inflamatoérios dispersos no parénquima cerebral e
na medula foram encontrados nos caes que apresentaram o sinal clinico de
paralisia (Villela & Torres, 1926). Alencar & Elejalde (1959) também em
infeccdo canina sem citar cepa e inbéculo, observou que o T.cruzi foi
encontrado parasitando o SNC onde foram observados focos de
leptomeningite, infiltrados perivasculares e acumulos de células com
caracteristicas “granulomatosas”. Queiroz (1975) em estudo histopatolégico
dos encéfalos e medulas espinhais de cdes na fase aguda da infecgéo
experimental pela cepa 12SF (cepa Sao Felipe) sem informar o indculo,
encontrou nodulos gliais, parasitismo discreto e difuso com predilegédo para
substéancia branca tanto no encéfalo quanto na medula espinhal. O autor néo
encontrou lesdes neuronais que justificassem a paralisia progressiva dos

membros posteriores que ocorreu na segunda semana apos inoculagao.
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Alencar & Elejalde (1960) estudaram o comprometimento do SNC de
camundongos albinos, infectados com a cepa Y (sem citar in0culo), durante a
fase aguda da infeccdo experimental pelo T. cruzi, observando a presenca de
granulomas pequenos situados principalmente nas proximidades dos vasos
sanguineos. Jardim (1967) observou a diminuicdo acentuada das células de
Purkinje na fase aguda da infeccdo em camundongos infectados com a cepa Y,
sem informar o in6culo. Sanabria (1968 e 1969) estudou o cérebro de
camundongos, sob indculo intracerebral, através de microscopia eletrénica de
transmissao (sem informar cepa e inoculo). Este autor observou 100% de
infeccdo nos animais inoculados com parasitismo em macrofagos, astrécitos e
axbnios. Amaral e colaboradores (1975) estudaram o encéfalo de
camundongos inoculados com 1.000.000 a 1.500.000 tripomastigotas das
cepas Y, PNM e Berenice em cortes seriados, na fase aguda da infeccéo. Os
animais infectados com as cepas Y e Berenice mostraram parasitismo
encefalico baixo e parasitismo elevado em outros 6rgdos e aqueles infectados
com a cepa PMN apresentaram intenso parasitismo encefalico e parasitismo de
outros 6rgdos menos frequente. Os autores sugeriram com estes resultados a
hipétese de um possivel tropismo da cepa PMN para o SNC.

Mosquera & Herrera (1965) em infeccdo experimental em ratos (sem
informar cepa e indculo) observaram no cérebro alteracbes neuronais como
caridlise, basofilia do citoplasma e perda da substancia branca, encefalite focal
e por vezes formacBes granulomatosas na substancia cinzenta. A sintese
proteica das células de Purkinje do cerebelo foi estudada por Campos (1969)
durante a fase aguda da infeccdo, em ratos inoculados com a cepa Y (porém
sem informar o in6culo). O autor observou a diminuicdo da sintese proteica
diretamente proporcional ao parasitismo glial e sugeriu que as lesdes das
células (gliais parasitadas repercutiiam no metabolismo dos neurbnios
dependentes da glia. Edgcomb (1973) estudando ratos silvestres (Rattus
rattus) naturalmente infectados pelo T.cruzi encontrou o quadro de
meningoencefalite e demonstrou granulomas cuja composicdo celular foi
definida como astrdcitos, linfécitos e micréglia.

Em estudo post mortem realizado em casos humanos, Elejalde (1960)
estudando as lesdes cerebrais em uma crianca aos 11 meses de idade que
faleceu na fase aguda da DC, encontrou células gliais parasitadas sem reacao

inflamatodria e formagdes granulomatosas constituidas por micréglia, tanto na
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substancia branca quanto na substancia cinzenta, mais frequente nas
proximidades dos vasos. Branddo & Zulian (1966) encontraram diminuicdo na
populacdo neuronal em 52% dos casos analisados e constataram destruicao
celular. De Queiroz (1973) relatou o caso de um paciente de 62 anos de idade
gue apoOs apresentar sintomas neurologicos por duas semanas veio a 0Obito, a
autopsia revelou lesdo semelhante a tumor no cérebro onde se encontrou o
T. cruzi.

Libonatti & Maglio (1977) observaram em estudo de 221 portadores da
DC (6,8% na fase aguda e 83,2 % na fase crbnica) que o quadro de
meningoencefalite ocorreu entre criancas de dois a quatro anos de idade. As
formas convulsivantes sdo mais numerosas antes dos dois anos de idade.
Queiroz (1978) estudou o encéfalo de cinco casos humanos, com idades entre
quatro meses e dezessete anos, na fase aguda da DC, e as alteracdes
encefédlicas mais frequentemente encontradas foram edema, congestdo e
encefalite com variados graus de intensidade. Antes de morrerem, esses
pacientes apresentaram convulsdo. Um paciente apresentou encefalite
multifocal glial com predilecdo para substancia branca. Foi observado
parasitismo moderado com amastigotas isoladas no interior das células gliais
do cortex cerebral. Dois pacientes apresentaram lesdo neuronal focal no cortex
cerebral.

Achados histolégicos no SNC durante a fase aguda da infec¢ao incluem
parasitismo em diferentes regides do cérebro e da medula espinhal. Ja
intensos infiltrados inflamatérios foram observados nas meninges,
leptomeninges e espacos perivasculares. Aumento das leptomeninges, edema
cerebelar e formacao de nddulos contendo astrécitos, micréglia, macréfagos e
neutroéfilos também estavam presentes no SNC (Pittela, 1993; Prata,1994).

As manifestacdes em fase aguda, algumas fatais, impossibilitaram a
comprovagéo e estabelecimento da forma nervosa cronica, que ficou por muito
tempo sem ser explorada em pesquisas tanto humana quanto em modelos
experimentais. Pesquisadores ao abordarem portadores crénicos observaram
que estes apresentavam alteracdes cognitivas relacionadas a memoria,
atencdao, alteracdes no eletroencefalograma e distarbios de humor. (Prost et al.
2000; Rassi Jr et al. 2010; Silva et al. 2010). Apesar do acometimento do SNC
ser descrito desde a descoberta da DC, os mecanismos envolvidos na génese

das lesoes, e a extenséo destas, ainda permanecem pouco esclarecidos.
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2.3.3 O sistema nervoso central na reativacdo da doenca de Chagas

Na década de 1980, casos de reativacdo da infeccdo chagasica em
pacientes imunossuprimidos devido a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), provocada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), foram
acompanhados de comprometimento nervoso (Pittella, 1993; Antunes et al.
2002). O quadro clinico da reativacdo da DC em pacientes imunossuprimidos
inclui febre associada com ndédulos dolorosos na pele, miocardite, anemia,
ictericia, hepatite e grave envolvimento do SNC (Villalba et al. 1992; Altclas et
al. 1996; Forés et al. 2007). A forma nervosa da DC voltou, a partir de entdo, a
receber atencdo em diversos estudos. Estes mostraram que situacdes
imunossupressoras ocasionadas pela co-infeccdo com o HIV ou por outros
motivos, como tratamentos com imunossupressores em pacientes submetidos
a transplantes de 6rgaos, neoplasias e/ou desnutricdo, em pacientes com a
forma crénica assintomética da DC frequentemente levavam a reativacao
dessa (Ferreira et al. 1991; Rocha et al. 1994; Da-Cruz et al. 2004; Cordova et
al. 2008). Neste caso, o SNC é o principal alvo, apresentando graves lesdes
(Rocha et al. 1994; Antunes et al. 2002). Spina-Franca e colaboradores (1988)
e Livramento e colaboradores (1989) observaram em portadores do HIV que
apresentavam comprometimento do SNC anticorpos anti-T. cruzi no liquido
cefalorraquidiano, e associaram entdo a presenca do T. cruzi no SNC a génese
das alteracbes nervosas. Castilho e colaboradores (1990) publicaram um
estudo em que observaram quadro de meningoencefalite e presenca de lesdes
semelhantes a tumores no SNC de um paciente co-infectado com T. cruzi e
HIV. Resultados semelhantes foram observados por Gluckstein e
colaboradores (1992) num estudo de caso em que o paciente, portador do HIV,
evoluiu para oObito ap6s desenvolver um abcesso cerebral devido a infeccéo
pelo T.cruzi. Rocha e colaboradores (1994) demonstraram que enguanto
apenas 30% dos pacientes co-infectados reativaram a infecgdo no tecido
cardiaco, 87% desenvolveram meningoencefalite grave, multifocal ou difusa,
com necrose e hemorragia associadas a numerosos parasitos no tecido
Nnervoso.

Estudos em modelos experimentais, avaliando a suscetibilidade entre
linhagens de camundongos, revelaram que a presenca da meningoencefalite

aguda é dependente da linhagem do camundongo e que a sujeicdo a
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imunossupressao leva ao reativamento da infeccdo na fase cronica (Silva et al.
1999; Roffé et al. 2003). Outro estudo demonstra que, na infeccado experimental
pelo T. cruzi o aparecimento da meningoencefalite e a reativacdo da infeccao
estdo relacionados com a deficiéncia de IL-12 (Michailowsky et al. 2001). Além
disso, Roffé e colaboradores (2003) demonstraram que a expressao de
moléculas de adeséo celular (CAM), interacdes mediadas por VCAM-1 e VLA-
4, presente nos leucdcitos circulantes, estdo relacionadas a formacdo da
meningoencefalite aguda e a sua resolugao na fase cronica da infec¢cdo. Dados
em estudos atuais sugerem relacdo entre a participagdo do T.cruzi e
desbalan¢o imune no aparecimento do comportamento depressivo em modelos
experimentais independente da meningoencefalite aguda (Vilar-Pereira et al.
2012; 2015).

Estes estudos evidenciam o acometimento do SNC em ambas as fases
da DC, e apontam para a existéncia de possiveis alteracdes cognitivas e

patologicas, anda ndo elucidadas.

2.3.4 Células do sistema nervoso central susceptiveis a infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi

O SNC é composto por dois tipos celulares: neurénios e células da glia.
Os neurdnios, principais células que compdem o tecido nervoso, sdo células
especializadas na conducdo do impulso nervoso e constituem a unidade
funcional do SNC. Durante décadas neurocientistas acreditaram que 0s
neurénios fossem 0s Unicos responsaveis por toda a comunicacdo no SNC
mesmo sendo as células gliais muito mais numerosas (existe um neurbnio para
nove ceélulas gliais). A Unica funcdo atribuida a essas células era de suporte
estrutural para as células nervosas. No entanto, com o advento de novas
técnicas e com a mudanca do enfoque experimental, mostrou-se que as células
gliais sdo capazes de se comunicar entre si e com 0S neurdnios, sendo
determinantes para a homeostasia do sistema nervoso (Fields, 2004). As
células gliais incluem as micrdglias, astrocitos e oligodrenddcitos. Sabe-se que
as células da glia sdo responséaveis pela manutencdo do equilibrio, funcéo de
suporte, producdo de mielina, fagocitose e manutencdo das sinapses neurais.
Além disso, expressam uma gama variada de canais ibnicos, de receptores
para neurotransmissores e de transportadores que juntos as tornam capazes

de responder a uma série de sinais e modular respostas neuronais (Villegas et
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al. 2003; Kandel et al. 2003; Guyton & Hall, 2006). Provavelmente uma das
descobertas mais interessantes relacionadas as fungdes gliais consiste no seu
papel na geracdo de novas células neuronais no cérebro maduro. Atualmente,
existem varias evidéncias de que células-tronco neuronais persistem na fase
adulta e que estas células além de darem suporte a neurogénese, apresentam
caracteristicas de glia. Portanto, alguns tipos de células gliais podem constituir
células tronco neuronais enquanto outros tipos sdo capazes de regular a
neurogénese (Villegas et al. 2003). Os tipos celulares que constituem a
populacdo glial no SNC encontram-se intimamente relacionados com o0s
neurdnios tanto durante o desenvolvimento do sistema nervoso, contribuindo
para a formacédo estrutural de diversas areas (Kettenmann & Ransom, 1995),
como na fase adulta, mantendo a homeostase do sistema nervoso maduro
(Banker, 1980). Durante processos inflamatérios, células neuronais e gliais
podem ser estimuladas por citocinas produzidas e liberadas por células
imunes. Neurbnios e células gliais também sdo capazes de produzir citocinas
promovendo, assim, sobrevivéncia neuronal e diferenciagdo, crescimento
neuritico, sintese e liberacdo de neurotransmissores, regulacdo hormonal e
plasticidade neuronal (Hopkings & Rothwell, 1995; Jeon & Kim, 2016).

Em modelo experimental canino foi observado a presenca de parasitismo
cerebral no interior da neurdglia (Torres & Villaca, 1919; Villela e Torres, 1926).
Em relacéo ao parasitismo neuronal, pesquisadores observaram que raramente
os neurbnios se encontravam infectados (Villela & Villela, 1932). De fato, outros
pesquisadores observaram parasitismo na neuroglia, macréfagos e células
endotelias mas raramente nos neurodnios (Pires, 1978; Pittella et al. 1990 e
1991). Da Mata e colaboradores (2000) observaram a presenca de formas
proliferativas de diferentes cepas do T.cruzi no interior de células com
caracteristicas ultraestruturais semelhantes a astrocitos. Porém, neste trabalho,
nao foram encontradas evidéncias de proliferacdo do parasito em outras
células gliais (microglia e oligodendrdécitos), indicando que os astrécitos sdo o
principal alvo no tecido nervoso para invasao e proliferacdo do T. cruzi, dentre
as cepas estudadas. Foi visto que no pico de parasitemia o tecido nervoso de
ratos apresenta nodulos gliais com ninhos de amastigotas, na auséncia de
processo inflamatoério. Na conclusao desse trabalho, os autores discutem que a

capacidade do tecido nervoso em eliminar os parasitos, provocando pouca ou
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nenhuma morte neuronal, esta provavelmente relacionada a reacdo nodular
glial.

Recentemente, a linhagem de astrécitos humanos CRL-1718
(astrocitoma) mostrou-se altamente suscetivel a infeccéo pelo T. cruzi (Vargas-
Zambrano et al. 2013). A infeccdo dessa linhagem celular de astrécitos pelo
T. cruzi resultou no aumento da expressdo de moléculas de classe | e Il do
complexo principal de histocompatibilidade. Assim, astrocitos infectados pelo
T. cruzi podem, potencialmente, interagir com células T e atuar como células
apresentadoras de antigeno, realizando parte da imunidade especifica anti-
T. cruzi, que pode contribuir para o controle do parasito. Silva e colaboradores
(2015) mostraram que em camundongos da linhagem C3H/He infectados pelo
T. cruzi o parasito é encontrado principalmente em astrocitos no SNC, e alta
frequéncia de astrocitos infectados foram encontrados localizados proximos a
células mononucleares IFNy+ (IBAl+, compativeis com migréglia), tanto na
fase aguda quanto na fase cronica da infec¢cdo. Corroborando os achados in
vivo, astrécitos de cultivo primario das linhagens C3H/He e C57BL/6 foram
susceptiveis a infeccdo pelo T. cruzi e, quando estimulados com a citocina IFNy
tiveram a infeccdo favorecida. Ainda, o efeito do TNF no favorecimento a
infeccédo in vitro e in vivo foi mostrado através do tratamento com anti-TNF, o
qual diminuiu a presenca de antigenos do T. cruzi no SNC sugerindo que em
um ambiente inflamatério no SNC, composto de citocinas tais como IFNy e
TNF, a entrada e o crescimento do T. cruzi em astrocitos sdo facilitados, e que
astrocitos podem servir como possiveis fontes do T.cruzi em casos de
reativacao da infecgcdo em situacBes de imunossupressao.

Os mecanismos que atuam nos processos de invasao/estabelecimento
do T. cruzi no tecido nervoso, bem como a génese das lesbes encefalicas e a
nao evolugéo para uma forma inflamatéria crénica no SNC, apesar da evolucao
da forma cardiaca, podem ser considerados pontos importantes para

investigagéo futura.

2.3.5 Alteragoes neuroldgicas na vigéncia de  alteracdes
eletrocardiograficas da doenca de Chagas

O envolvimento cardiaco descrito desde os primeiros relatos (Chagas,
1911) é a mais frequente manifestacdo da forma cronica da DC e chega a

atingir entre 20-40% dos individuos acometidos, sendo a causa mais comum
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de cardiomiopatia na América Latina e principal razdo de morte por doenca
cardiovascular nas areas endémicas (Rassi Jr et al. 2010; Marin-Neto & Rassi
Jr, 2009).

A cardiomiopatia chagésica cronica (CCC) é essencialmente uma
dilatacdo do miocardio em que a inflamacé&o crénica provoca destruicao tissular
progressiva, fibrose e, consequentemente um enfraquecimento progressivo da
funcdo contrétil do miocardio (Andrade et al. 1983; Rassi Jr et al. 2010).
Histologicamente, na CCC observa-se destruicdo das células do miocardio,
fibrose difusa, edema e infiltrados mononucleares, além de alteracées no
sistema condutor elétrico cardiaco. Estas lesGes explicam a ocorréncia
frequente de bloqueios atrioventriculares, intraventriculares e disfuncdes no
nodo sinusal (Chagas & Vilella, 1922; Rassi Jr et al. 2010). A destruicdo
progressiva das fibras cardiacas e a intensa fibrose predispem os pacientes a
IC e arritmias ventriculares (Chagas & Vilella, 1922; Rassi Jr et al. 2010). Os
sintomas mais comuns no homem s&o anormalidades no sistema condutor,
bradicardias e taquicardias, aneurismas apicais, IC tromboembolismo e morte
subita. Ja no eletrocardiograma (ECG) as anomalias mais comuns sdo bloqueio
(intraventricular) do ramo direito do feixe de His, blogueio fascicular anterior
esquerdo, extrassistoles, ondas Q anormais e aumento do intervalo QRS e
QTc (Chagas & Vilella, 1922; Rassi Jr et al. 2010).

Os indicadores do MS do Brasil (2011) revelam diminuicdo do namero
de Obitos por doencas infecciosas e parasitarias e aumento por doencas
cronico-degenerativas, cardiovasculares e neurologicas. Outro fator
preocupante € a alta frequéncia de acidente vascular cerebral (AVC) e de
alteracdes de memadria e de humor, como depressédo, nos portadores da DC
(Silva et al. 2010). Pouco se conhece sobre a fisiopatogenia das alteracGes
neuroldgicas na DC, sendo proposto que estas resultem de lesGes devido a
presenca do parasito no SNC, ou seja, sequelas das alteracbes cardiacas e/ou
lesGes inflamatdrias teciduais (Mosovich et al. 2008; Silva et al. 2010). Cerca
de 80% dos portadores de DC apresentam fatores que aumentam o risco de
AVC, incluindo diabetes e hipertenséo arterial (SBC, 2011).

Alguns autores sugerem que disturbios do SNC estdo relacionados as
alteracdOes cardiacas manifestadas frequentemente no ECG (Calvo-Romero et
al. 2001; Hirashima et al. 2001). Goldstein (1979) avaliou 150 casos de

pacientes com AVC e 150 casos controles pareados por idade e sexo para
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determinar a frequéncia de anormalidades do ECG nos grupos, observando
alteracdes em 92% dos casos, sendo especifico de doencas neuroldgicas o
prolongamento do intervalo QT em 45 % e onda T cerebral em 29%, incidéncia
de 25% de arritmias comparadas com 3% do grupo controle, fibrilag&o atrial em
14% dos casos seguidos da arritmia ventricular em 5%, onde a extrassistole
ventricular foi a mais frequente. Stober (1998) no estudo sobre arritmias
cardiacas na hemorragia subaracnoide descreveram bradicardia sinusal em
23%, ectopia ventricular multifocal em 54%, intervalos assistdlicos em 27% e
fibrilacao atrial em 4% dos casos no ECG.

Povoa e colaboradores (2003) em 44 casos de AVC, a incidéncia de
anormalidades nos tragados foi de 29,6%. As alteracdes consideradas
especificas de lesbes cerebrais foram infrequentes, o prolongamento do
intervalo QT em 5,6%. De acordo com a revisdo de Goldstein (2011) doencas
cardiacas e doencas neuroldgicas se sobrepdem. Cerca de 20-30% dos AVCs
estdo relacionadas com doencas cardiacas. A IC, hipertensdo, o aumento da
idade, diabetes, tromboembolismo, disfungdo ventricular esquerda,
alargamento do atrio esquerdo, calcificacdo do anel mitral e aumento de trombo
em atrio esquerdo séo fatores de risco para AVC. Em contraponto o AVC pode
afetar o coracédo, alteracfes eletrocardiograficas sdo observadas em 15% a
40% das pessoas com ACV. AVC pode causar grandes ondas T invertidas e
arritmias cardiacas. Monitoramento para arritmias cardiacas e testes para lesao
miocéardica sdo parte do padrdo de avaliacdo de pacientes com AVC. A
incidéncia de acidente vascular encefalico isquémico de origem embdlica
(AVEi) na DC ainda nao foi adequadamente definida. Embora estudos
preliminares tenham sugerido que esses eventos possam constituir fatores
prognasticos relevantes, seu risco ndo € conhecido na CCC (Marin-Neto et al.
2000) Sousa e colaboradores (2008) no seu estudo, cujo objetivo era definir
estratégias de prevencao do AVEi a partir de uma analise de risco-beneficio,
indicam a utilizacdo do anti-coagulante varfarina em pacientes de alto risco e
de &cido acetilsalicilico ou varfarina nos de risco intermediario e concluem ser
necessaria a busca de novas propostas de preven¢do do AVEi cardioembolico,
especificamente direcionadas as particularidades da CCC, caracterizada por
elevado potencial de complicagdes embdlicas.

Os achados obtidos nos estudos descritos sugerem que as alteracdes

do ECG encontradas nas doengas neuroldgicas sédo frequentes. No caso da
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DC crbnica, ndo estd claro se as alteracdes neuroldgicas (i) resultam da
presenca do parasito no SNC, levando a lesdes locais, (ii) sdo consequéncias
secundéarias de alteracbes cardiacas, como aneurismas e processos
tromboembdlicos (Mosovich et al. 2008; Silva et al. 2010) ou (iii) envolvem
outro processo fisiopatogénico, como, por exemplo, os processos inflamatérios
cronicos sistémicos (Mosovich et al. 2008; Carod-Artal & Gascon, 2010;
Silva et al. 2010; Carod-Artal et al. 2011; Vila-Pereira et al. 2012).

2.3.6 O estresse oxidativo na doenca de Chagas

O estresse oxidativo (EO) é definido como a situacédo na qual a formacao
de espécies reativas excede significativamente a capacidade de defesa
antioxidante e de reparo do organismo, tendo como consequéncia 0 aumento
de danos a biomoléculas (DNA, lipidios, proteinas). Estes danos, quando nao
reparados, acabam comprometendo o funcionamento da célula e levando a
morte por apoptose ou necrose (Halliwel, 2002). Todos os tecidos humanos
sofrem lesBes oxidativas, porém, por diversas razées, o0 SNC é especialmente
sensivel. Os neurbnios sdo especialmente vulneraveis aos efeitos nocivos das
espécies reativas de oxigénio (ROS) devido a sua alta taxa metabdlica,
associada a concentracdo elevada de acidos graxos e metais de transicao,
vulneraveis a peroxidacdo e formacdo de radicais hidroxil (Reynolds et al.
2007). Adicionalmente, o SNC apresenta baixas concentracbes de
antioxidantes e capacidade reduzida de regeneracao, tornando-se susceptivel
a EO (Reynolds et al. 2007; Hovatta et al. 2010). O consumo de oxigénio (O)
pelo cérebro é muito elevado. Em humanos, o cérebro € responsével por cerca
de 20% do consumo total de O,. A grande demanda por O, deve-se ao alto
consumo de ATP pelos neurbnios, mantendo o potencial de membrana e o
fluxo de neurotransmissores. Isto significa que os neurénios dependem muito
da eficiéncia das mitocondrias. Todavia, elétrons oriundos da cadeia de
transporte de elétrons podem gerar ROS que, por sua vez, pode danificar a
mitocondria. Em contrapartida, a lesdo de mitocéndria leva a producdo de mais
ROS, gerando um ciclo vicioso (Bakunina et al. 2015, Sanz 2016). A geracao
de oxidantes nao resulta simplesmente de acidentes do metabolismo aerobico,
mas também do processo ativo de defesa imune do SNC. Embora essenciais
para a sobrevivéncia, estes processos podem ser ativados impropriamente

causando lesBes aos neurdnios e promovendo a neurodegeneragdo. Estudos
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indicam que a acéo central do EO levando a destruicdo oxidativa dos neurdnios
estd associada a transtornos psiquiatricos e comportamentais. (Maes et al.
2009; Berk et al. 2011; Macédo et al. 2013).

O EO pode ocorrer no curso da infeccdo pelo T. cruzi e durante o
desenvolvimento da DC, levando a destruicdo do tecido com participacdo do
parasito, por reacdes imunes mediadas por citotoxicidade (Martins et al. 1998)

ou por danos as mitocondrias (Sadek et al. 2002; Cardoso et al. 1999).
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2.4 Alteracdes comportamentais na infeccéo pelo Trypanosoma cruzi
2.4.1 Alteracbes comportamentais

O comportamento representa uma relagéo entre a fisiologia e o0 ambiente
externo e, portanto, variacdes fisioldgicas podem induzir comportamentos
especificos e previsiveis. Entende-se "alteragdo comportamental® como uma
modificacdo de determinadas manifestacbes comportamentais, modificacdes
estas, acima da considerada normal na grande maioria das pessoas (Skinner,
2003; Moreira & Medeiros, 2007). Alteracdo comportamental envolve
considerar situacdes que favorecem o surgimento do comportamento alterado,
as respostas fisiolégicas, como a pessoa age, e as consequencias de sua acéo
(Skinner, 2003). Portanto, uma pessoa estd mais predisposta a agir de
determinadas formas a depender dos eventos antecedentes e consequentes.
(Thomaz, 2012). Quando uma pessoa passa a ter alguma dificuldade em lidar
com os fatos de seu ambiente, como mecanismo de defesa, apresenta
comportamentos antissociais ou, ao contrario, se contrai emocionalmente,
podendo chegar ao isolamento e a depressao (Alchieri & Cruz, 2003)

Quando ha alteracdo comportamental decorrente de infeccdo as
modificacdes de comportamento sdo resultantes dos efeitos fisiopatoldgicos da
infeccdo (Poulin, 1995; Kaushik et al. 2012; Chieff, 2015). A progressao da
inflamacéo sistémica para o SNC é explicada pela ativacdo de células da glia,
as quais, além de produzirem citocinas proé-inflamatérias, expressam
receptores para elas e sao capazes de amplificacdo de seus sinais. Sugere-se
que sinais provindos das citocinas alcancem o cérebro através de vias
humorais, neurais e celulares. Estas vias incluem alguns mecanismos: (i)
passagem de citocinas através de regides da barreira hematoencefalica, como
o plexo coroide e 6rgdos periventriculares; (ii) transporte ativo através de
moléculas de transporte especificas e saturaveis do endotélio cerebral; (iii)
ativacdo de células endoteliais, responsaveis pela subsequente liberacdo de
segundos mensageiros como prostaglandinas e Oxido nitrico (NO) para o
parénquima cerebral; (iv) transmissdo de sinais das citocinas através de fibras
nervosas aferentes; (v) entrada para o parénquima cerebral via mondcitos
ativados (Matsumura & Kobayashi, 2004; Hopkins, 2007; Capuron et al. 2011;
Smith & Fergunson, 2014).

No contexto de inflamag&o aguda, citocinas pro-inflamatérias promovem

comportamentos descritos na literatura como “comportamento associados a
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doencga” (sickness behavior), que é tipicamente associado a sinais observados
gue incluem anedonia, fadiga, lentificacdo psicomotora, perda de concentracao,
diminuicdo do apetite e altera¢cdes do sono. O individuo apresenta dificuldade
de realizar uma série de atividades o que talvez seja vantajoso por permitir
maior gasto de energia com a defesa (Dantzer & Kelley, 2007; D’Mello et al.
2009; Capuron & Miller, 2011, Miller et al. 2013) (Figura 1.3).

Além disso, as citocinas comprometem a funcdo e o metabolismo de
neurotransmissores, funcdo neuroenddcrina e interferem na neuroplasticidade
cerebral. Mais especificamente, IFNy, TNF, IL-1 e IL-6, induzem a sintese da
enzima indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), provocando alteracdes no
metabolismo de monoaminas cerebrais, desviando a via metabdlica do
aminoacido triptofano (TRIP). Este é um aminoacido essencial que em
condic0es fisioldgicas é requisitado para a biossintese de proteinas, diminuindo
consequentemente a producdo de serotonina e produzindo substancias
neurotoxicas. A degradacéo do TRIP pela via das quinureninas (desencadeada
pela atividade da IDO) tem grande importancia neuropsiquiatrica, pois a
degradacdo desse aminoacido implica na diminuicdo de producdo de
serotonina, consequentemente  comprometendo a  neurotransmissao
serotoninérgica. O primeiro metabdlito do TRIP que aparece na cascata
enzimatica da IDO € a quinurenina, que posteriormente € degradada em 3
hidroxi-quinurenina (3-HK), acido quinolinico (QA) e acido quinurénico (KA)
(Dantzer, 2011, Maes et al. 2011), sendo o KA um antagonista do receptor do
glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA), o QA um agonista NMDA e potente
toxina, e o 3-HK um gerador intenso de ROS causando EO (Capuron & Miller,
2011; Haroon et al. 2012; Vilar-Pereira et al. 2012; Miller et al. 2013). De modo
interessante, drogas que aumentam os niveis de serotonina ou melhoram sua
atividade, diminuiram o comportamento depressivo em animais em pesquisas
pré-clinicas (Detke et al. 1995; Cryan & Lucki, 2000; Qiu et al. 2014; Du et al.
2014). Nesta mesma direcdo, estudos clinicos também mostraram que drogas
que inibem a recaptagédo de serotonina atuaram como potentes antidepressivos
(Hochstrasser et al. 2001; Kornstein et al. 2006; Fitzgerald & Bronstein, 2013).

Outro fator que resulta em alteracdo comportamental € o dano neuronal
causado principalmente por microorganismos parasitando o SNC. Varios
parasitos, como o Toxoplasma gondii, 0 agente causador da toxoplasmose, a

bactéria Mycobacterium tuberculosis causadora da tuberculose e o protozoario
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Plasmodium falciparum causador da malaria, podem levar a uma série de
mecanismos, tais como alteracdo de comunicacdo hormonal e de
neurotransmissores e/ou intervencédo direta nos neurénios e regides do cérebro
gue medeiam a expressao comportamental (Henriquez et al. 2009; Linares et
al. 2013; Corréa et al. 2014; Francisco et al. 2015). Mesmo 0 sistema nervoso
tendo uma plasticidade intrinseca que permite outras regifes assumir as

funcBes de areas lesadas, estes danos podem ser deletérios.
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Figura 1.3: Mecanismos de acles cerebrais de citocinas. Citocinas pro-
inflamatérias séo liberados por células imunes inatas ativadas na periferia, em
resposta a agentes patogénicos levando a producdo de citocinas pelas células
nervosas que se difundem no parénquima cerebral. A producdo de citocinas pro-
inflamatérias induz um comportamento associado a doenca que medeia 0s sinais
clinicos da resposta do hospedeiro a infecc¢ao.

Apesar da existéncia de forma nervosa da DC ser matéria de debate, em
hospedeiros imunocompetentes, a persisténcia aparentemente silenciosa de
formas amastigotas do T.cruzi no SNC tem sido contestada pela
demonstracdo de alteracbes comportamentais como distarbios do sono, déficit
de memoria, perda da qualidade de vida e depresséo, relatadas em criancas e
adultos jovens durante a fase crénica da DC (Jorg & Rovira, 1981; Moncada,
1987; Silva et al. 2010). Disturbios do sono e déficit de memoéria e
comportamento semelhante a depressdo foram detectados em modelos
experimentais infectados pelo T. cruzi (Arankowsky-Sandoval et al. 2001, Vilar-

Pereira et al. 2012, 2015). Silva e colaboradores (2015) investigaram que num
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ambiente inflamatério no SNC, composto de citocinas como IFNy e TNF, a
entrada e o crescimento do T.cruzi em astrocitos sao facilitados, e que
astrocitos podem servir como possiveis fontes do T.cruzi em casos de
reativacdo da infeccdo em situacdes de imunossupressdo. Além disso, 0s
astrocitos infectados, afetados por danos infeccioso e inflamatoério, produzem
NO, o que pode contribuir para o espalhamento de dano/morte neuronal no
SNC na infeccdo chagasica (Silva et al. 2015). Este trabalho trouxe evidéncias
de que também em uma doenca parasitaria como a DC deve-se considerar o
comprometimento e distlrbios gliais, como componentes intrinsecos dos
processos neurodegenerativos que podem contribuir para alteragbes
comportamentais e desencadeamento/amplificacdo de doengas cronico-
degenerativas, numa visdo integrada das alteracfes patologicas no SNC (Rossi
e Volterra, 2009).

2.4.2 Ansiedade

A saude mental € considerada como um componente essencial de
qualidade de vida cognitiva ou emocional pela Organizacdo Mundial de Saude
que define a salde como um completo bem-estar fisico, social e mental e ndo
apenas auséncia de doencas (WHO, 1986). A partir do século XX surge a
nocdo de multicausalidade onde os fatores causadores das doencas foram
relacionados a um agente etiolégico, a um hospedeiro e a0 meio ambiente
(fisico, social e cultural), ainda que agindo separadamente. Atualmente, além
de se considerar que estes elementos atuam mais interligados, sdo ainda
considerados os fatores psiquicos como igualmente causadores de doencas,
passando o0 homem a ser visto como um ser bio-psico-social (Backes et al.
2009).

A ansiedade é um estado normal no individuo que resulta de uma
reacdao normal a algo especifico como um sistema de alarme. O que diferencia
o estado normal do patologico € a intensidade da ansiedade (Gray, 1982;
Bauer, 2002). A ansiedade é vista como uma emocao caraterizada por um
estado de apreensdo desconfortavel, comumente orientada por reacfes do
sistema nervoso autbnomo (Van Riezen & Segal, 1988). Quando normativa, a
ansiedade alerta o individuo para situacdes novas, inesperadas e/ou perigosas,
permitindo preparar-se para enfrentad-las ou evita-las, utilizando os seus

mecanismos de defesa (Rosen & Schulkin, 1998). Assim, a ansiedade envolve
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um conjunto de estratégias, que se estendem desde a percepcdo até a
execucao rapida de acbes, tendo como foco a protecdo do sujeito perante o
perigo ou uma ameaca antecipada (Baptista, 2000). A ansiedade normal ou
patolégica compreende sempre trés elementos: a resposta motora, a resposta
cognitiva e a resposta fisioldgica, podendo integrar um grande numero de
reacoes (Barlow, 1988, Fonseca, 2010). A resposta motora da ansiedade €&
descrita como um comportamento de evitamento, irrequietude ou
desassossego. Além destas carateristicas, também pode ocorrer uma reacao
de imobilidade. Ao nivel cognitivo, a ansiedade caracteriza-se principalmente
por distorcbes cognitivas sobre a sua seguranca, receios e grande apreensao.
Por fim, a resposta fisiologica da ansiedade envolve uma ativagdo acentuada
do sistema nervoso autbnomo, que normalmente induz o individuo a apresentar
diversas queixas somaticas (Fonseca, 2010). Se a ansiedade faz parte de um
processo normal de desenvolvimento observavel, quando é que esta se
transforma em patolégica? Rosen & Schulkin (1998) revelam que respostas de
medo, tais como o congelamento, sobressalto, alteracbes da pressédo arterial,
frequéncia cardiaca e uma maior vigilancia, sdo respostas comportamentais
funcionalmente adaptaveis que surgem perante uma situacdo de perigo,
impulsionando o individuo a dar as respostas mais adequadas. Ja a ansiedade
patolégica manifesta-se nas perturbacdes de ansiedade, sendo um estado de
medo exagerado expresso pela hiperexcitabilidade, hipervigilancia e aumento
da responsividade comportamental. Do ponto de vista filogenético, a medida
gue mamiferos foram submetidos a constantes desafios de sobrevivéncia, o
SNC passou a apresentar inimeras circuitarias neuronais responsaveis pelo
controle de estratégias de adaptacdo as constantes alteracdes em seu habitat
(Graeff, 1990).

Apesar de a ansiedade ser basicamente considerada emocdo e,
portanto, dotada de caracteristica subjetiva, a literatura dispde de metodologias
capazes de identificar e mensurar alguns comportamentos que se relacionam
com o nivel de ansiedade em animais (Cruz et al. 1997). Eles sdo amplamente
utilizados na investigacao pré-clinica de novas drogas ansioliticas, na avaliagdo
fisiolégica do mecanismo de acdo dessas drogas, no teste empirico de
hipoteses comportamentais e fisiopatoldgicas relacionadas aos transtornos de
ansiedade em humanos, bem como no mapeamento da circuitaria neural que

regula as reacOes de defesa frente a situacbes de perigo em potencial
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(Rodgers, 1997; Lipkind et al. 2004). A antecipacao de uma situacéao de perigo
no ambiente tem inicio com processos perceptuais mediados por duas classes
de estimulos, as que sinalizam perigo em potencial de maneira inata,
independente de aprendizagem, e as que o fazem por meio de processos de
aprendizagem, mediada pelo condicionamento classico, e compartilham as
mesmas finalidades: sinalizar e antecipar para o organismo alguma situacao de
perigo potencial no ambiente e deflagrar reacbes de defesa compativeis
(Gordon & Hen, 2004; Bourin et al. 2007; Carobrez & Bertoglio, 2005; Grillon,
2008). Os padrbes comportamentais e as reacoes fisioldgicas ativadas em
decorréncia do contato com essas fontes sinalizadoras de perigo em potencial
séo utilizados como medidas de ansiedade e, geralmente, apresentam grande
correspondéncia com as medidas de ansiedade em humanos (Blanchard et al.
2008; Hohoff, 2009).

A DC apresenta um grande impacto na saude do trabalhador, pois atinge
o papel do homem na sociedade. O portador apresenta dificuldades para
exercer atividades laborais que anteriormente exercia devido as consequéncias
da doenca crénica. Mota e colaboradores (2006) explicam que o
desenvolvimento da sintomatologia para a DC pode estar relacionado a
processos psicolégicos como o0 estresse e a resiliéncia. Esses autores
aplicaram um inventario de sintomas de estresse e outro inventario de
resiliéncia em 100 portadores da DC crénica. O inventario de estresse avaliou
sintomas fisicos e sintomas psicolégicos de estresse. O inventario de
resiliéncia avaliou os seguintes fatores: 1) desesperanca e dificuldades
emocionais; 2) assertividade; 3) tenacidade e inovagao; 4) empatia;, e 5)
sensibilidade emocional. O estudo concluiu que, independentemente de
apresentar ou nao sintomas da DC, os entrevistados manifestaram sentimentos
de desesperanca e dificuldades emocionais em nivel alto ou moderado. Os
sintomaticos apresentaram mais constantemente um nivel elevado de
desesperanca e dificuldades emocionais, além de tenacidade e inovacao.
Também apresentaram mais sintomas psicoldgicos e fisicos de estresse e
menor capacidade de resiliéncia que o0s assintomaticos. Em vista da
associacdo da DC com uma condi¢do social bastante desfavoravel, constatou-
se em alguns estudos um numero significativo de portadores apresentava
evidéncias de ansiedade, seguida por manifestacdes depressivas (Hueb &
Loureiro, 2005).
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2.4.3 Depressao

O transtorno depressivo é uma sindrome comum e amplamente
distribuida na populagdo associada a comprometimento funcional dos
individuos acometidos (Nestler et al. 2002; Holtzheimer & Numeroff, 2006; Van
der Feltz-Cornelis et al. 2010). A prevaléncia pontual da depressdo no mundo é
de 4,4% (Ferrari et al. 2013). Estima-se que 50% das pessoas com O
diagndstico procurem tratamento com profissional da &rea de saude; dessas,
apenas 38% recebe tratamento considerado adequado (Wang et al. 2005). O
impacto causado pela depressdo pode ser medido pela estimativa de anos
vividos com incapacidade (YLDs - years livid whit disability): o transtorno
depressivo € a segunda causa de YLDs no mundo (Ferrari et al. 2013).
Sintomas depressivos incluem alteracbes somaticas e cognitivas, tais como:
humor deprimido, anedonia (perda de interesse ou prazer em quase todas as
atividades), irritabilidade, sentimentos de desvalia ou culpa, diminuicdo da
capacidade de concentragdo, diminuicdo ou aumento do apetite, perda ou
ganho de peso, insbnia ou hipersonia, retardo ou agitacdo psicomotora, fadiga
ou perda de energia. Adicionalmente, além do elevado indice de mortalidade
associado ao suicidio, pacientes deprimidos sdo mais propensos a
desenvolverem doencga arterial coronariana e diabetes mellitus tipo 2 (Van der
Feltz-Cornelis et al. 2010). Para o diagnéstico de depressdo é necessario a
constatacdo de no minimo cinco entre nove sintomas, e exige a presenca de
pelo menos um sintoma (humor deprimido ou anedonia) presente na maior
parte do tempo, com uma duracdo minima de duas semanas (Associacdo
Americana de Psiquiatria, 2000). O transtorno depressivo perturba o equilibrio
emocional de uma pessoa, levando a diminuicdo da qualidade de vida (Rucan
et al. 2010). Os pacientes com depressdo sdo de interesse a pesquisa e a
clinica, visto que apresentam doenca sujeita a recorréncia e com maior numero
de comorbidades (Thales, 2010).

Apesar da alta prevaléncia e do impacto do comportamento depressivo
nos individuos, a fisiopatologia do transtorno segue ainda como assunto a ser
compreendido. Existem inuUmeras razdes que explicam a limitagdo no avango
das pesquisas acerca da fisiopatologia da depresséo, entre elas; (i) a relativa
inacessibilidade do cérebro, s6 possivel por estudos pés-morte ou através de

técnicas de neuroimagem que detectam mudangas na atividade neuronal,
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provavelmente insuficientes para explicar o complexo conjuto de sintomas
presentes na depresséo; (ii) o fato de a maioria dos casos de depressdo ser
idiopéatica e o entendimento da etiologia ser restrito a alguns fatores de risco
(eventos estressores, endocrinopatias, cancer, efeito colateral de algumas
drogas); (iii) a nao identificagdo dos “genes da depressao”, uma vez que
estudos sugerem um padrao de herdabilidade poligénica, vulneravel a multiplos
fatores epigenéticos; e (iv) a limitacdo do diagnostico fenomenolégico da
depressdo, assentada na heterogeneidade clinica do transtorno e na
sobreposicao de sintomas com outros diagnosticos psiquiatricos (Krishnan &
Nestler, 2008).

Ainda assim, a ciéncia vem ha tempos propondo teorias fisiopatolégicas
do transtorno da depressdo com base nos achados neurobiol6gicos
disponiveis. A primeira delas foi a hipétese monoaminérgica, na qual a maioria
dos antidepressivos estd ancorada, como também as hipoteses neurotréfica,
inflamatoria, glutamatérgica e neuroendrocrinolégica.

Teoria monoaminérgica: Por muitos anos a hipétese predominante foi de
que a depressao era causada por uma deficiéncia absoluta ou relativa de
catecolaminas, especialmente noradrenalina, e que a mania, pelo contrario
estava associada ao excesso dessas aminas (Schildkraut, 1965). A hipotese
monoaminérgica surgiu no inicio da década de 60 a partir da observacao
clinica de resposta a drogas como a reserpina e a imipramina. A reserpina é
um anti-hipertensivo que depleta as reservas de monoaminas e esta associada
a sintomas depressivos (Gardner & Boles, 2011). Na mesma época, achados
experimentais indicaram que a imipramina inibia a recaptacdo da noradrenalina
no cérebro e que era capaz de reverter os efeitos sedativos da reserpina em
animais (Herting et al. 1961). Esses dados ajudaram a formular a hipétese
monoaminérgica. Dentro da teoria monoaminérgica, o papel da serotonina foi
demonstrado com relatos neuroquimicos no SNC um pouco mais adiante, em
1969 (Lapin & Oxenkrug, 1969).

Confirmando a impresséo inicial, dados confirmam que a depresséo néo
€ causada por uma simpes deficiéncia de monoaminas (Krishnan & Nestler,
2008), pois o efeito terapéutico dos antidepressivos sO ocorre em algumas
semanas (Ruhé et al. 2007). Mesmo com suas reconhecidas limitacdes, a
teoria monoaminérgica continua sendo a base dos antidepressivos atualmente

disponiveis, os quais foram desenvolvidos para aumentar a transmissdo de
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monoaminas. Apesar de ser esse o racional tedrico dessas medicacdes, 0 uso
cronico de antidepressivos leva a alteragcdes neuroplasticas secundarias, que
envolvem aumento da transmissdo sinaptica, expressdo de fatores
neurotréficos, transcricdo de proteinas ligadas a resposta antidepressiva e um
aumento na expressao de fatores de transcricdo (Sairanen et al. 2005;
Krishnan & Nestler, 2008). A habilidade dos antidepressivos em ativar
proteinas cinases celulares que fosforilam a proteina ligante ao elemento de
resposta ao AMPc (CREB) mostra a ativacao deste fator de transcricdo como
parte do mecanismo de acdo destes medicamentos. CREB quando ativado
liga-se ao elemento de resposta ao AMPc (CRE) no DNA para regular a
expressdo génica de alvos como neurotrofinas e fatores tréficos que
contribuem para a neuroplasticidade e modulagdo do humor mediadas pelo
tratamento crbnico com antidepressivos (Nair & Vaidya, 2006). Além disso,
estudos em ratos mostraram que a fluoxetina (Fx) combinada a treinamento
especifico leva a extingdo do medo condicionado (Karpova et al. 2011) e ao
aumento da plasticidade sinaptica do hipocampo, resultado que € abolido na
presenca da variante polimorfica do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) (Bath et al. 2012). Observa-se que esses efeitos sdo bastante
complexos, vao além do aumento da disponibilidade de monoaminas e podem
ser mediadores do efeito antidepressivo dessas drogas.

A constatacdo de que as monoaminas podem ser coadjuvantes na
fisiopatologia da depressdo, somada ao lento inicio de acdo das drogas
disponiveis hoje, levou a novas teorias fisiopatoldgicas para serem estudadas.

Teoria neurotréfica: O BDNF é membro da familia de fatores de
crescimento neuronal, os quais estdo implicados na diferenciacdo, crescimento
e manutencdo neuronal (Tardito et al. 2006; Chen et al. 2007; Numakawa et
al.2010). A teoria neurotrofica da depressao foi publicada pela primeira vez em
1997 (Duman et al. 1997). Partiu das seguintes observacdes: (i) o estresse
reduz a expressao de BDNF no hipocampo em modelos animais; (ii) 0 estresse
induz atrofia hipocampal em modelos animais; (iii) o hipocampo tem volume
diminuido em estudos de neurocimagem de pacientes com depressdo (Duman
et al.1997). A teoria neurotrofica postula que o estresse leva a reducao da
expressdo do BDNF, o que, por sua vez, leva a atrofia de determinadas areas

cerebrais, como hipocampo e cértex cerebral.
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Apesar da pesquisa basica em modelos animais ter demonstrado que o
estresse reduz a expressdo do BDNF, era dificil extrapolar esses achados para
transtornos de humor em humanos. Estudos demonstraram que pacientes
tratados com antidepressivo exibiam aumento na expressdo de BDNF no
hipocampo (Chen et al. 2001) e, posteriormente, estudos pdés-morte mostraram
haver reducéo da expressdo de BDNF no soro de pacientes deprimidos (Karge
et al. 2002) e no hipocampo de pacientes suicidas com depressao (Karege et
al. 2005). Outros estudos confirmaram os niveis diminuidos de BDNF sérico em
pacientes com depressdo bem como o0 retorno a niveis comparaveis a
controles apos remissdo induzida por antidepressivos (Aydemir et al. 2005;
Molendijk et al. 2014). A partir de entdo, os achados em tecido cerebral e no
soro de pacientes com depressdo mostraram-se consistentes com os achados
de pesquisa basica e com a hipétese neurotrofica.

Teoria inflamatéria: Doencas sistémicas infecciosas se caracterizam pela
presenca de sintomas gerais e inespecificos, como mal-estar, fraqueza
deséanio, cansago, inapeténcia, perda de interesse em atividades habituais,
distarbios de sono e irritabilidade. A esse conjunto de sintomas deu-se o home
de “sickness behavior” (Hart, 1988), um termo usado para descrever as
mudancas comportamentais e subjetivas experimentadas pelos enfermos.
Essas alterac6es comportamentais séo fisioldgicas e tém funcdo protetora, ja
que reorganizam as prioridades do organismo de modo a facilitar a
recuperacdo da infeccdo (Dantzer & Kelley, 2007). O sickness behavior é
resultado da resposta do sistema imune ao patégeno invasor: ocorre liberacao
de mediadores inflamatérios, as citocinas, incluindo IL-1, TNF e IL-6, e de
proteinas de fase aguda, incluindo o fibrinogénio e a proteina C reativa (PCR).
Além da acéo periférica, essas substancias sdo capazes de atingir o SNC, seja
cruzando a barreira hematoenceffalica, seja via comunicacdo afferente do
nervo vago, e deflagrar os comportamentos associados a doenca (Dantzer et
al. 2008). Portanto, o sistema imune se comunica com o SNC de modo a
induzir essa acdo protetora ao individuo, contudo, se a ativagdo for
inapropriada ou prolongada, pode acabar sendo deletéria (Dantzer & Kelley,
2007).

Entre as observagdes que levaram a proposta da teoria inflamatoéria da
depressao, estédo: (i) as semelhancas entre os sintomas da depresséao e do

sickness behavior; (i) a reversdo em modelos animais do sickness behavior
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com o uso de antidepressivos; (i) a ocorréncia de depressao em
aproximadamente um terco dos pacientes que recebem interferon como
tratamento de cancer ou doencgas infecciosas (Dantzer et al. 2008). Evidéncias
tornaram-se mais consistentes com a demonstracdo de que citocinas pro-
inflamatorias induzem sintomas tipicos de depressdo em animais, ndo apenas
agueles compartilhados com o sickness behaviour (Frenois et al. 2007), e de
que a injecdo de citocinas pro-inflamatérias modula o metabolismo da
serotonina, da noradrenalina e da dopamina, diminuindo sua disponibilidade
(Felger et al. 2007). Além desses, outro mecanismo foi implicado na relacao
das vias inflamatérias com a depressao: a inducédo da enzima IDO por citocinas
pro-inflamatérias. A ativacdo da IDO degrada o triptofano, o que acaba por
limitar a sintese de serotonina (Schrocksnadel et al. 2006) a partir desses
achados, a hipétese da depressédo como uma doenca inflamatoria passou a ser
mais fortemente considerada (Dantzer et al. 2008).

As proteinas da fase aguda e as citocinas sdo consideradas marcadores
periféricos da atividade inflamatéria. A maior parte da evidéncia do papel das
vias inflamatérias na fisiopatologia dos transtornos mentais vem de estudos
que avaliaram esses marcadores (Dean, 2011). As técnicas utilizadas ainda
requerem maior padronizacdo, 0 que permitiria uma comparacdo mais
adequada entre os estudos. Apesar dessas limitacfes, estudos de metanalises
tém confirmado a correlagdo entre marcadores inflamatérios e depressao,
tendo sido reportada associacdo positiva entre depresséao e niveis elevados de
IL-6 e TNF (Dowlati et al. 2010), IL-1 e IL-6 (Howren et al. 2009). Ainda nao
esta claro, no entanto, se essas alteracdes sdo causa ou consequéncia da
depressao (Dowlati et al. 2010). Existem evidéncias ainda de que as citocinas
atuam sobre outros sistemas que tém sido implicados na fisiopatologia da
depressdao: ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Besedovsky &
del Rey, 1996), efeitos negativos sobre a neuroplasticidade, incluindo
diminuicdo do suporte neurotrofico, diminuicdo da neurogénese, aumento da
atividade glutamatérgica e promocédo do estresse oxidativo (Miller et al. 2009).
Outros achados interessantes indicam que 0 estresse psicossocial pode ser
gerador de resposta inflamatoria, estando associado ao aumento de
marcadores periféricos de inflamacédo (Kiecolt-Glase et al. 2005). Esses
achados demonstram como as teorias fisiopatolégicas da depressdo sao de

algum modo interligado.
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Teoria glutamatérgica: o glutamato é o principal neurotransmissor
excitatério do SNC, fundamental na regulacdo da plasticidade sinaptica,
crescimento e diferenciagcéo celular. Esse neurotransmissor exerce suas agdes
através da estimulagéo de receptores especificos, classificados com base em
caracteristicas estruturais e farmacoldgicas em metabotropicos ou ionotropicos,
estes Ultimos incluem o N-metil-D-aspartato (NMDA), alfa-amino-3-hidroxi-
metil-5-4-isoxazolproptonico (AMPA) e cainato. Os receptores NMDA séo
canais ibnicos com uma alta permeabilidade aos ions célcio que podem ser
modulados por ligantes e por voltagem. No estado de repouso, apresentam a
ligacdo de um ion magnésio no interior do canal, bloqueando a passagem da
corrente ibnica. Mediante despolarizacdo, geralmente obtida pela ativacao
prévia de receptores AMPA e influxo de sodio, 0 magnésio € deslocado e o
canal desbloqueado, permitindo o influxo de célcio (Lau & Tymianski, 2010;
Molinoff et al. 1994). No entanto, um aumento da atividade glutamatérgica leva
a excitotoxicidade sendo frequentemente associado a condi¢cbes patoldgicas,
como epilepsia, doenca de Alzheimer, esquizonfrenia e depressédo (Kornhuber
& Weller, 1997; Skolnick, 1999; Lau & Tymianski, 2010). Além disso, estudos
bioquimicos (Nowac et al. 1993), eletrofisiologicos (Bobula et al. 2003) e
comportamentais (Popik et al. 2000) tém demonstrado que o aumento da
neurotransmissao monoaminérgica mediado pelos antidepressivos esta
associado com uma hipofunc¢éo dos receptores NMDA (Zomkowski et al. 2010).
Moduladores glutamatérgicos, incluindo antagonistas dos receptores NMDA
possuem propriedades antidepressivas em modelos animais, como o0 estresse
inescapavel (Trullas & Skolnick, 1990), o estresse crénico moderado (Papp &
Moryl, 1994), o teste do nado forcado (FST) (Rosa et al. 2003) e o teste da
suspensdo pela cauda (TST) (Moretti et al. 2011). Adicionalmente, a
administracdo de antagonistas de receptores NMDA mimetiza o efeito de
antidepressivos, revertendo a anedonia induzida pelo estresse cronico
moderado (Skolnick et al. 2009) e potencializa a atividade da Fx, venlafaxina e
imipramina no FST (Rogoz et al. 2002; Pruus et al. 2010). Além disso, Riluzol,
um farmaco que aumenta a captacdo de glutamato pelos astrocitos mostrou-se
eficaz como monoterapia e como coadjuvante no tratamento de depresséo
(Zarate et al. 2004). Quetamina, um antagonista ndo competitivo do receptor
NMDA, produz um efeito antidepressivo rapido e persistente em estudos

clinicos (Kudoh et al. 2002). Estudos em modelos animais demonstraram que a
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droga aumenta rapida e transitoriamente a transmissdo glutamatérgica no
cortex pre-frontal possivelmente via inibicdo dos interneurénios GABA (Li et al.
2010).

A presenca de sintomas da DC é um fator de risco para o
desenvolvimento de sentimentos de desesperanca e dificuldades emocionais
(revisto em Silva et al. 2010). Portadores da DC crbnica apresentam alteracdes
comportamentais que vao desde ansiedade, depressdo a sindrome de
alexitimia (J6rg & Rovira 1981). O comprometimento de aspectos psicoldgicos
foi relatado por Jorg, Storino & Sapino (1994), destacando que o paciente, ao
tomar conhecimento da infeccdo chagasica, desenvolve uma sintomatologia
reativa que o leva a depressdo. Acreditam o0s autores que este processo €
desencadeado pelo temor oculto da evolugcdo maligna e pela impossibilidade
de deter a doenca. Neste sentido, os referidos autores destacaram a
associacdo de manifestacdes psiquicas e mentais a DC, independentemente
da forma apresentada, considerando que os aspectos psicoldgicos influenciam
a evolucao da enfermidade e a vida dos portadores. Afirmam que os portadores
chagéasicos apresentam perturbacbes neurologicas e psiquicas que sado
atribuidas exclusivamente ao T. cruzi, mesmo admitindo que estes possam
desenvolver formacgdes reativas frente ao conhecimento da positividade para a
infeccdo, com manifestacbes de ansiedade e depressdo. Para outros autores
(Araujo et al. 2000; Gontijo et al.1996; Marchiet et al. 1998), o que motiva as
alteracbes comportamentais estd associado a angustia relacionada ao
diagnéstico e as limitagBes, que ocasionam uma mudanca na qualidade de
vida.

Os pacientes com a forma sintomética da DC tém mais sintomas fisicos
e psicoldgicos de estresse e ansiedade, e menor capacidade de resisténcia em
comparacao com individuos assintomaticos (Mota et al. 2006). Considerando a
natureza crénica da DC, na persisténcia de estresse 0s pacientes podem
desenvolver sintomas depressivos que podem ter um impacto negativo no
desempenho funcional e qualidade de vida (Hueb & Loureiro 2005, Ozaki et al.
2011, Guimaréaes et al. 2014).

Recentemente mostramos que o comportamento depressivo na fase
cronica da infeccdo experimental pelo T. cruzi é independente da existéncia
prévia de meningoencefalite aguda, e, portanto, ndo é uma consequéncia desta

(Vilar-Pereira et al. 2012). O uso de benznidazol (Bz), uma droga
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tripanossomicida, na fase aguda da infeccéo pelo T. cruzi foi capaz de inibir a
ocorréncia de comportamento depressivo nos animais. Além disso, 0
tratamento com drogas anti-TNF (Pentoxifilina (PTX) ou Infliximab) também foi
capaz de evitar o comportamento depressivo nesses animais (Vilar-Pereira et
al. 2012).

No entanto, ndo tem sido explorada se a ansiedade esta presente na
fase cronica experimental da DC em associagdo com 0 comportamento
depressivo. Ansiedade e depresséo sdo termos usados para descrever estados
emocionais associados a eventos estressantes ou dificuldades psicoldgicas em
condicBes patoldgicas (Putilina, 2014). Essas mudancas de comportamento
muitas vezes se desenvolvem em comorbidade e muitos dos seus sintomas
sdo semelhantes. Aléem disso, a depressdo é comum em pacientes com
ansiedade, e a ansiedade é frequentemente relatada em pacientes deprimidos,
os dois preditores de mau prognostico (Nutt et al. 2006).

Ha uma lacuna no conhecimento sobre a associacdo da DC, depressao,
ansiedade e seu impacto sobre o prognéstico da doenca clinica. Assim,
modelos experimentais que reproduzem aspectos das alteracbes
comportamentais (depressao e ansiedade) detectados em portadores da DC
podem contribuir para o entendimento dos fatores fisiopatoldgicos destas

alteracdes comportamentais.

2.4.4 Mem©déria

Memoéria é a capacidade adaptativa dos organismos vivos de adquirir
informacdes do meio externo, processa-las e guardar aspectos relevantes
sobre elas para que possam ser evocados, mesmo que de maneira ndo
consciente, em um tempo futuro (Chun & Turk-Browne, 2007). As etapas
fisiolégicas de formacdo de memdrias se iniciam na aquisicdo dos estimulos
ambientais por receptores sensoriais. Estas informac¢des sdo processadas pelo
SNC e exigem processos bioquimicos e celulares que levam a modificacdes
plasticas nas sinapses para sua consolidagdo em longo prazo e eventual
evocacao (revisado por Dere et al. 2007; Izquierdo & Medina, 1999; Squire &
Kandel, 2003; Lent, 2008).

O processamento mnemonico pode ser dividido em trés processos:

aguisicao, consolidacao e evocagao. A aquisicdo consiste tanto da percepcao
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dos estimulos, sejam estes provenientes de fontes externas (experiéncias
sensoriais da interacdo com o ambiente) ou internas (cogni¢cdo, emoc¢ao) bem
como da distribuicdo da informacédo percebida até os centros de andlise e
integracdo. Durante a fase de consolidacao, a informagao adquirida sofre um
processo gradual de filtragem e fixacdo. A evocacao € o processo mediante o
qual a informacéo consolidada é recuperada e expressada (lzquierdo, 2002;
Squire & Kandel, 2003).

Diversos mecanismos envolvidos no aprendizado da memoria tém
participacdo paralela e sequencial de varias cascatas bioquimicas. Grande
parte das quais sdo iniciadas por receptores de glutamato (NMDA) no
hipocampo e estruturas relacionadas anatomicamente. Algumas cascatas, no
hipocampo, cértex entorrinal e cortex parietal posterior, resultam na formacéo
de memoarias de curta duracdo que perduram de 3 a 6 horas. Outras cascatas
paralelas no hipocampo, cértex entorrinal, amigdala basolateral e varias areas
do cortex cingular resultam em consolidacdo de memoria de longa duracdo
(Cammarota et al. 2007).

As redes neurais sao recrutadas por informacdes Uteis a sobrevivéncia
do individuo. Por outro lado, ao longo da vida do individuo, a utilidade das
memorias vai se modificando. A persisténcia do traco mnemonico sera mais
forte se estiver associado a um componente emocional (McGaugh, 2013;
Reisberg & Hertel, 2003).

Memoria do tipo episddica: A memoria episédica € a memadria que se
refere as experiéncias vivenciadas pelo sujeito. Ela guarda aspectos como “o
qué”, “de que forma”, “onde”, “0 porqué’ e em que ordem determinado evento
aconteceu. Ha evidéncias claras que a memoéria episédica pode ser
representada por outros comportamentos que ndo envolvam somente a
linguagem verbal (Griffiths & Clayton, 2001; Fortin, et al. 2004). Um roedor, por
exemplo, pode preferir um determinado local que aprendeu ser fonte de
alimento em detrimento de outro local visitado anteriormente em que a
disponibilidade de alimento é escassa. Neste caso, ha que se falar em memoaria
do tipo episédica (Ennanceur & Delacour, 1988). A tarefa de reconhecimento
de objetos pode ser utilizada para se avaliar diferentes componentes da
memoaria do tipo episddica em roedores. Nesta tarefa, diferentes versdes de
preferéncia pela novidade sdo combinadas para medir a memoria de

reconhecimento de objetos (Dere et al. 2007; Ennaceur & Delacour, 1988), a
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memoria para localizacbes nas quais 0s objetos sdo explorados e a ordem
temporal da apresentacdo dos objetos (Mitchell & Laiacona, 1998). O
hipocampo estéa envolvido na evocag¢do da memdria episédica, enquanto outras
estruturas do lobo temporal medial, como coértex perirrinal sustentam a
memoria baseada em familiaridade (Tulving & Markowitsch, 1998; Aggleton &
Brown, 2006).

Memdria aversiva: Seres vivos que vivenciam, presenciam ou tomam
conhecimento de um fato traumético, podem desenvolver quadros clinicos
psiquiatricos como reacdo aguda ao estresse, transtorno do estresse pos-
traumatico e/ou alteracdes permanentes de personalidade (Quevedo et al.
2003). Apesar da resposta ao estresse ser importante a sobrevivéncia, pode
também resultar na formacdo de redes neuronais que facilitam sintomas
associados de hipervigilancia: resposta de sobressalto exagerada, labilidade
afetiva, ansiedade, perturbacdo e hiperreatividade do sistema nervoso
autbnomo. Essa rede neuronal pode ser ativada por estimulos sensoriais
externos ou internos, como estimulos cognitivos, afetivos ou somaticos (Cahill,
1995a). Comportamentos motivados pelo medo sdo respostas adaptativas
cruciais para a sobrevivéncia. As memodrias aversivas sao solidamente
armazenadas no cérebro, permitindo que seres vivos reconhecam e
respondam adequadamente a situacOes ameacadoras (Tinsley et al. 2004). Tal
ameaca pode ser representada por um estimulo inato, como a presenca de um
predador ou um agressor da mesma espécie (Blanchard & Blanchard, 2001),
ou por estimulos neutros, que por associacdo com estimulos dolorosos ou
outras sensac¢des igualmente desagradaveis adquirem propriedades aversivas
condicionadas (Graeff & Brand&o, 1999).

Estudos desenvolvidos com portadores crénicos da DC, sem especificar
a forma manifesta da doenca, que apontaram prejuizos cognitivos na DC (Jorg
et al. 1972 Pereyra et al. 1992, Mangone et al.1994 a e b) identificaram tanto o
comprometimento da inteligéncia geral quanto o da inteligéncia especifica, no
gue diz respeito aos processos mnemonicos, sendo que dois deles (Jorg et al.
1972; Mangone et al. 1994a) relataram também déficit de atengéo. O estudo de
Jorg e colaboradores (1972), além das deficiéncias citadas, apontaram para
prejuizos quanto ao desempenho no que diz respeito a coordenacao
visomotora, a leitura, a escrita e a capacidade de compreensdo. Destacaram

como consequéncia destes prejuizos outras dificuldades, como pobres ajustes
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ao senso comum, além de déficits em habilidades de vida diaria. Portadores
cronicos apresentam importante comprometimento da funcionalidade, em
diferentes dominios como déficit cognitivo, comprometimento das atividades
instrumentais e de atividades basicas de vida diaria (Lima-Costa et al. 2009,
Guariento et al. 2015).
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3. Justificativa e Hipotese

O Ministério da Saude (2015) indica que ha aproximadamente 4,9
milhdes de portadores crénicos de DC no Brasil. Cerca de 10 a 30 anos apos a
infeccdo, 20 a 30% dos portadores da DC evoluem para a forma cardiaca da
DC.

O envolvimento do SNC na DC é reconhecido apenas na fase aguda
dessa doenca, onde a meningoencefalite se apresenta como importante causa
de morte (Prata, 2001; Rassi Jr. et al. 2010). Na fase crbnica, ndo existe um
consenso quanto a existéncia de uma forma clinica definida com envolvimento
do SNC, especialmente pela falta de uma base anatbmica que possa
caracteriza-la (Pittella, 1993).

Segundo a maioria dos estudos, os dados ndo permitem sustentar que o
aparecimento de manifestacdes na fase crbnica seja consequéncia de lesdes
neuronais ocorridas na fase aguda, especialmente porque as lesées neuronais,
guando ocorrem, sdo vistas nos casos mais graves e fatais (Queiroz, 1978),
impossibilitando que os individuos cheguem na fase cronica. Essas conclusdes
fizeram com que a forma nervosa na DC fosse menos estudada. Mais tarde,
porém, estudos apontaram o comprometimento do SNC em portadores
cronicos da DC, independentemente da ocorréncia de alteracdes patoldgicas
aparentes. Esses estudos detectaram a ocorréncia de distarbios cognitivos e
alteracbes comportamentais como disfuncdo do sono, alteragdes em
eletroencefalogramas quantitativos, perda de memdéria e depresséao (Prost et al.
2000; Rassi Jr et al. 2010, Silva et al. 2010). Recentemente obtivemos dados
gue sugerem que a infeccao pelo T. cruzi provoca comportamento semelhante
a depressdao em modelos experimentais, especialmente determinado por
fatores do parasito e do sistema imune, independente de inflamacgéo ativa ou
prévia (na fase aguda) no SNC (Vilar-Pereira et al. 2012, 2015). Em conjunto,
esses dados evidenciam que o SNC é de fato acometido na DC, independente
da fase da doenca, e chamam a atencgdo para 0s possiveis danos patolégicos e
neuroloégicos que podem ocorrer.

Estes dados nos levaram a hipotetizar, adotando modelos de infeccéo
experimental pelo T. cruzi, a existéncia de alteragbes neurologicas e
comportamentais durante a fase cronica da infeccdo. Assim, buscamos

modelos que reproduzam aspectos das alteragbes comportamentais
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(ansiedade, depressao e disturbios de memoria) da DC, de modo a contribuir
para a compreensdao da patogenia da DC e desenvolvimento de terapias
racionais, associadas ou ndo a terapia tripanossomicida, visando melhorar o

prognostico dos portadores da DC.

55



4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

Investigar a relacdo entre as alteracdes neuropatoldgicas e a presenca

do parasito no SNC com as alteracbes comportamentais durante a infeccéo

experimental pelo T. cruzi.

4.2 Objetivos especificos

1.

Investigar as alteragbes comportamentais (ansiedade, depresséo e
distarbios memaria) nos animais infectados pelo T. cruzi, procurando
associar a presenca do parasito e de altera¢cdes neuroquimicas;
Estabelecer modelos de associacdo de doenca cardiaca cronica as
alteracbes neuroldgicas e estudar o impacto destas associacdes nas
alteracdes comportamentais;

Avaliar o efeito do anti-depressivo (Fluoxetina — inibidor da recaptacao
de serotonina) sobre as alteracbes comportamentais;

Avaliar o papel do parasito no desenvolvimento das alteragdes
comportamentais, através da intervencdo terapéutica com droga
tripanossomicida (benznidazol);

Investigar a contribuicio da resposta imune nas alteragOes
comportamentais através da intervencdo com imunorregulador
(Pentoxifilina);

Avaliar aspectos neuropatolégicos do SNC de animais infectados,
através da deteccdo de estresse oxidativo, procurando associar
alteracbes em areas especificas do SNC (hipocampo e cértex cerebral)
com as alteragcdes comportamentais;

Avaliar a presenca dos neurotransmissores glutamato e GABA e do fator
neurotréfico BDNF, procurando associar alteracbes em areas
especificas do SNC (hipocampo e coértex cerebral) com as alteracdes

comportamentais.
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5. Material e Métodos
5.1 Animais, parasitos e infec¢cao experimental pelo Trypanosoma cruzi

Foram utilizadas fémeas de camundongos com 5-7 semanas de idade, da
linhagem C57BL/6 infectados via peritoneal com 100 formas tripomastigotas da
cepa Colombiana do Tipo | do T. cruzi suspensos em 0,2 mL de tampé&o salina
estéril. As formas tripomastigotas utilizadas foram isoladas de um portador da
DC crbnica (Federici et al. 1964; Andrade, 1974), atualmente classificada como
T. cruzi | (Zingales et al. 2009) e mantida por passagens seriadas em
camundongos isogénicos a cada 35-45 dias, no Laboratério de Biologia das
Interacdes (LBI/IOC), a fim de avaliar a suscetibilidade desses animais a
infecgdo. A avaliagéo foi realizada de acordo com o desenho experimental, de
forma cinética ou pontualmente em 120 e 150 dias pds-infeccdo (dpi). Os
grupos experimentais sdo compostos de modo a atender a particularidade de
cada desenho experimental. Quando possivel os animais foram reutilizados em
diferentes ensaios, visando a reducdo do numero de animais utilizados. Os
experimentos foram repetidos trés vezes. Os animais foram fornecidos pelo
Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz), chegam ao Biotério do Pavilhdo Cardoso Fontes/IOC e sao
mantidos em adaptacdo por 10-14 dias em condi¢cbes livres de patdgenos
especificos (SPF). Os animais sdo acondicionados em gaiolas de polipropileno
dentro de estantes ventiladas ou microisoladores com capacidade para 5
animais, com racdo e agua ad libitum, em ambiente com temperatura e
luminosidade controladas (12h/12h). Os testes comportamentais foram
realizados no periodo da manha (7-11horas) pelos mesmos avaliadores.
Também foram analisados parametros clinicos (piloerecéo, apatia, prostracao,
mobilidade). De acordo com o desenho experimental, foram analisados de
forma cinética parasitemia, peso corporal e temperatura retal. A parasitemia foi
determinada semanalmente através do método de Brener (1962), que consiste
em colocar 5uL de sangue obtido da cauda entre lamina microscopica e
laminula (22 x22 mm). Foram observados 100 campos microscépicos utilizando
a objetiva de 40x, sendo determinado o numero de parasitos/mL de sangue. A
parasitemia foi utilizada como parametro para definicdo dos varios estagios da
infeccdo experimental pelo T. cruzi. De acordo com as observacoes realizadas

previamente em nosso laboratério (Talvani et al. 2000; dos Santos et al. 2001),
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0s animais infectados apresentam um primeiro estagio caracterizado pelo raro
encontro ou mesmo auséncia do parasito na corrente sanguinea e um segundo
pelo crescimento exponencial deste, que culmina entre os 42°-49° dia pds-
infeccdo (dpi). Finalmente, um terceiro estagio, no qual o numero de parasitos
decresce na corrente sanguinea até a negativacao da parasitemia ou encontro
de raros parasitos no sangue circulante. Portanto, consideramos que a partir do
30° dia ap06s a negativacdo ou diminuicdo marcante da parasitemia 0s animais
encontram-se em fase crdnica, considerada a partir do 90° dpi (Camandaroba
et al. 2006). O estado clinico dos animais foi analisado semanalmente, assim
como registros de morte. Para acompanhamento clinico, além da observacéo
das condicdes fisicas externas, os animais foram pesados usando balanca
propria para pesagem de roedores (balanga Sartorius, ED623S-OCE; EUA) e a
temperatura retal foi aferida usando termoémetro retal (DT-610B Thermocouple
Thermometer, EUA) semanalmente.

Os procedimentos experimentais foram realizados segundo as normas da
Comisséo de Etica de Uso de Animais da Fiocruz — CEUA/Fiocruz, através de

protocolos aprovados por esta comissao (L004/09 e LW-10/14).

5. 2 Avaliacéo eletrocardiogréfica

Avaliacdo eletrocardiografica foi realizada visando investigar as
possiveis influéncias das alteracbes cardiacas, j& que ndo podemos excluir a
comorbidade entre alteracbes cardiacas e neurolégicas. Todos os animais
infectados e ndo infectados foram tranquilizados com diazepam por via
intraperitoneal (10mg/Kg), transdutores foram cuidadosamente colocados via
subcuténea, de acordo com a derivagao DIl e analisados separadamente os
grupos experimentais. Os tracados eletrocardiograficos foram gravados no
periodo de 2 minutos no sistema digital (Power Lab 20/02) conectado a um
amplificador de bio- 2 mV por 1 segundo (PanLab Instruments, Espanha). Os
filtros foram padronizados entre 0,1 e 100 Hz, e os tragados foram analisados
com o software Windows Ambito V3.6.10 (PanLab Instruments, Holliston, EUA).
Foram medidas as frequéncias cardiacas (batimentos por minuto, bpm),
duracéo e intervalos do PR, QRS, QTc no intervalo de milissegundos (ms),
como previamente descrito (Silverio et al. 2012).

5.3 Avaliagcdo comportamental
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Todos os testes comportamentais foram conduzidos entre 8:00h - 15:00h
e foram gravados com uma camera de video DSC-DVD810 (Sony, EUA). Para
minimizar o0 estresse e aumentar a familiaridade, todos os testes
comportamentais aplicados aos diferentes grupos experimentais foram
realizados em um ambiente com 12 horas de luz e 12 horas de ciclo escuro, a
uma temperatura ambiente de 22 + 2 °C e um nivel de ruido ambiente de
aproximadamente 40 dB produzidos por um condicionador de ar. Os animais
foram submetidos a testes comportamentais em 150 dpi. Nenhum animal foi re-
testado. Os testes comportamentais foram realizados a partir de testes menos
estressantes para 0 mais estressante (campo aberto, grip strength, labirinto em
cruz elevado, esconder esferas, suspensdo de cauda e nado forcado). Para
avaliar melhor se o comportamento associado a doenc¢a pode ter contribuido
para as alteracbes comportamentais (Rogers et al. 2001), verificamos a
temperatura retal com uma sonda retal (termémetro DT-610B, ATP, EUA),
apatia e perda de peso corporal em todo o curso da infec¢cdo experimental nos

grupos experimentais. Os 6bitos foram registrados semanalmente.
5.3.1 Avaliacdo de depressao
Foram usados os testes de (i) suspensao de cauda (TST) (Steru et al.

1985); (ii) nado forcado (FST) (Porsolt et al. 1977).

Teste de cauda-suspenséao (TST)

7z

O TST é um dos modelos classicos para avaliacdo da atividade
antidepressiva de farmacos (Steru et al. 1985). Nesse teste, 0s animais sao
suspensos pela cauda impedidos de tocar o chdo ou fugir e defrontam-se com

o conflito entre o estresse fisico gerado pela tentativa de fuga sem sucesso e a
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motivacdo para continuar tentando. No momento em que esse estresse fisico
ultrapassa a motivacdo para a fuga, eles adquirem uma postura imovel
caracteristica cuja duracdo e frequéncia aumenta ao longo do tempo. Esse
modelo tem validade preditiva, uma vez que drogas com atividade
antidepressiva utilizadas na terapia da depressdo em humanos diminuem o
tempo de imobilidade de camundongos nesse teste (Cryan et al. 2005).

O TST consiste em suspender o animal numa armagéo de ferro a 30 cm
da base, prendendo sua cauda com auxilio de uma fita adesiva a 1 cm da
ponta. O comportamento do animal foi gravado com uma camera de video
(Sony, EUA) para 5 minutos. O tempo total de imobilidade foi medido. O animal
foi considerado imével quando ele ndo estava lutando, tentando pegar a fita

adesiva ou mostrando movimentos bruscos ou de tor¢éo do corpo.

Teste de natacédo forcada (FST)

: NS _

Desde que foi descrito por Porsolt et al. (1977), o FST tem sido usado como
um modelo experimental para o estudo da depressédo. Este teste consistiu em
colocar o animal dentro de um tanque cilindrico de vidro (35 cm de altura, 25
cm de didmetro) contendo agua limpa de 24-26 °C até um nivel de 20 cm
acima do fundo. Os animais foram deixados no cilindro durante seis minutos.
Inicialmente, o0s animais apresentam um comportamento de luta,
caracterizados por vigorosa atividade, nadando em torno das bordas do
tanque, aparentemente procurando escapar. Esta atividade, apds alguns
minutos diminui, seus movimentos passam a ser menos vigorosos e o animal
passa a boiar, fazendo somente 0s movimentos necessarios para manter a
cabeca fora da agua, alternando a natacdo com momentos de imobilidade. A
imobilidade reflete o estado de baixo humor relacionado com a impossibilidade

de escape durante a situagdo experimental. (Porsolt et al. 1977). Apos dois
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minutos iniciais (habituacéo), o tempo total de imobilidade foi medido durante
um periodo de quatro minutos. O animal foi considerado imovel quando
permaneceu flutuando passivamente na agua, com movimentos leves somente
para manter a cabeca acima da 4gua ou completamente imével. Uma camara
de video (Sony, EUA) foi colocada acima do cilindro de agua para gravacao do
teste. A agua foi trocada antes da introducéo de cada animal. Apés o teste o
animal foi seco com gaze e recolocado na sua gaiola. Na retirada de cada
animal infectado foi adicionado um volume de hipoclorito de sédio equivalente a

2% do volume de agua para descarte da agua utilizada.

5.3.2 Comportamento compulsivo inato
Foi utilizado o teste de esconder esferas (Njung’e & Handley, 1991).

Teste de Esconder Esferas

O teste de esconder esferas € um modelo experimental que esta
relacionado ao comportamento compulsivo inato. Naturalmente camundongos
diante de objetos aversivos encontrados em seu ambiente apresentam
comportamento espontaneo de enterrar estes objetos, considerado este
comportamento como defensivo e inato dos animais. Os animais foram
colocados individualmente em uma caixa de acrilico transparente contendo 20
esferas de vidro distribuidas sobre a maravalha. Apés o periodo de 30 minutos,
cada animal foi retirado da caixa. Posteriormente, foi registrado o nimero de
esferas de vidro enterradas na maravalha. Depois de testar cada animal, a
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troca de maravalha foi realizada, e as esferas de vidro foram limpas com uma

solucéo de alcool a 70% e seca com toalha de papel.

5.3.3 Ansiedade

Foi usado o teste de labirinto em cruz elevado (EFR 422, Insight, Brasil)

Teste de labirinto em cruz elevado (LCE)

i

|
5 M *

—a

Um dos modelos mais amplamente utilizados na pesquisa da ansiedade
em ratos e camundongos é o LCE, baseado em respostas incondicionadas a
ambientes potencialmente perigosos (Lister, 1987). O teste é baseado em
respostas naturais dos animais. Assume-se que 0s bracos abertos do labirinto
combinam dois componentes naturalmente aversivos aos animais: ser um
ambiente novo e ser um espaco aberto, uma vez que ndo possuem paredes
protetoras. Em contraste, os bracos fechados com paredes altas representam,
ao animal, um ambiente que oferece protecao contra estimulos potencialmente
nocivos, tais como a presenca de predadores. O procedimento empregado no
LCE consiste em colocar o animal, individualmente, no espaco onde os bragos
abertos e os bracos fechados se cruzam (zona central). Os parametros
comportamentais relacionados a ansiedade foram calculados, o numero de
entradas nos bragos abertos e o tempo gasto nos bragos abertos. Uma entrada
no brago foi marcada quando todas as quatro patas dos animais estavam no
braco visitado pelo animal.

O LCE consiste de dois bragos abertos cruzando com dois bragos
fechados (cada braco medindo 50 x 10 cm) com paredes laterais medindo 40
cm de altura. O comportamento do camundongo foi gravado com uma camera

montada acima do labirinto por 5 minutos. Antes de cada animal entrar no
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teste, o labirinto foi limpo com solucéo de alcool a 70% e o aparelho foi seco

para eliminar o odor do animal previamente testado.

5.3.4 Memédria
Para avaliar memoria/aprendizado foi utilizado (i) o teste de reconhecimento
de objetos (Barros et al. 2006); (ii) o teste de memodria de habituacdo ao

ambiente (Dere et al. 2005) e (iii) o teste de esquiva passiva (Hollway,1973).

Teste de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi realizado no aparelho campo
aberto (caixa quadrada de madeira medindo 60x60 cm com paredes brancas
laterais de 60 cm e solo dividido em 49 quadrantes iguais). Esse teste é muito
usado para avaliar a capacidade de memorizar e reconhecer objetos, novos, e
ja conhecidos. No primeiro dia, antes de qualquer procedimento, considerado o
dia da habituagéo, o animal foi colocado no canto superior esquerdo na caixa, e
deixado por 5 minutos, sem nenhum objeto na caixa, para que se habitue ao
ambiente. ApOs 24 horas, na sesséo treino, o animal foi recolocado na caixa,
com dois objetos exatamente iguais A1l e A2, exatamente no meio da caixa,
paralelos, e a 10 cm das paredes laterais, e deixado por 5 minutos para que os
animais explorem o ambiente livremente. Para testar a memoéria de longa
duracdo o animal foi recolocado na caixa, 24 horas apds, sessao teste, com
dois objetos, um que ele ja esta familiarizado, A1, e um objeto totalmente
distinto C e o0 animal teve 5 minutos para explorar o novo ambiente (Dere et al.
2005). A gravacao da sessao foi iniciada quando o animal foi colocado no

aparelho. A cada mudanca de animal o campo foi limpo com &lcool 70%. No
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final de cada sesséo o animal foi colocado em sua gaiola. O reconhecimento de
objetos foi calculado pelo tempo gasto explorando o objeto novo e o tempo
despendido a explorar o objeto familiar. Os critérios que definem o
reconhecimento foram: i) dirigir o nariz para o objeto a uma distancia de néo
mais de 2 cm e ii) tocar o objeto com o nariz. Sentar-se sobre o objeto nao foi

considerado como parametro de reconhecimento.

Teste de memodria de habituacao

A habituacdo é uma forma de aprendizagem na qual ocorre a reducao
da forca de uma reposta a um estimulo novo, envolve a depressdo da
transmissdo sinaptica (Kandel & Hawtkins, 1992). Na memdria de habituacao
ao receber um novo estimulo (ambiente) o animal lhe da a devida atencéo, ao
se repetir o estimulo, agora gravado na memoéria comecga-se a proceder a
habituacdo. Na sesséo de treino, os animais foram cuidadosamente colocados
no quadrado do canto do aparelho, a partir do qual pode explorar livremente o
ambiente por 5 minutos. Imediatamente apés os 5 minutos, os animais foram
devolvidos para a caixa de moradia. A sessdo de teste de memodria de longa
duracdo foi realizada 24 horas apos o treino, na qual se repete o procedimento
do treino. A medida de memaria foi avaliada contando o nimero de linhas totais
cruzadas no aparelho no segundo dia do teste. A gravacdo da sessao foi
iniciada quando o animal foi colocado no aparelho. A cada mudanca de animal
o campo foi limpo com alcool 70%. No final de cada sessdao o animal foi
colocado em sua gaiola. A duracdo de cada sesséao foi de 5 minutos.

Teste de esquiva passiva (EP 104MR, Insight, Brasil)
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A resposta de esquiva envolve a aquisicdo de um comportamento que
adia a ocorréncia de um evento aversivo futuro. O animal suprime uma
resposta para evitar um evento aversivo que estava programado para ocorrer.
Como envolve um processo de aprendizagem em que uma resposta deve ser
inibida, esse tipo de esquiva também é chamado de esquiva inibitoria.
Utilizamos este teste na avaliagdo da memoria aversiva em que o animal
aprende a relacionar a descida de uma plataforma com um estimulo aversivo
(leve choque aplicado nas patas). Com isso, huma segunda exposi¢cao a caixa
de esquiva ele evita um comportamento inato de descer da plataforma para
explorar a caixa. O aparelho consistiu de uma caixa de aco (20x20 cm) com um
piso de grade de barras de aco (3 mm de diametro, espacados de 1 cm), que
pode ser eletrificado (0,6 mA por 3s) foi aplicado. Uma plataforma de madeira
quadrada (4x4x4 cm) foi localizada na area central do aparelho, acima do piso
de grade. No primeiro dia, os animais foram colocados na caixa por 1 minuto
para explorar livremente e se acostumar com o novo ambiente (habituacéo),
sendo retirado do aparelho logo apds o término do tempo. Duas horas apés o
periodo de habituacdo, os animais foram colocados na plataforma de madeira e
a laténcia para descer até o chdo de grade com todas as quatro patas foi
cronometrada. Quando os animais desceram, o choque elétrico foi apicado, os
animais foram retirados do aparelho por um tempo e depois retornaram para a
plataforma, onde permaneceram por 10 segundos (formagdo de tempo
necessario, pois 0s animais tinham que aprender a evitar o choque nas patas),
retornando apds esse tempo para gaiola (sessao treino). No segundo dia, o
teste de retencdo da memodria do choque (sesséao teste) foi realizado, quando
foram obtidas as laténcias de descida da plataforma e nenhum choque foi

aplicado. Para fins de padronizacdo, foi estabelecido um teto maximo de
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laténcia de descida da plataforma correspondente al120 segundos. A diferenca
entre a laténcia da sesséo treino e teste foi tomada como medida de memoria.
A cada mudanca de animal o campo foi limpo com alcool 70%. No final de cada

sesséo o animal foi colocado em sua gaiola.

5.3.5 Locomocéao / exploracéo
Para avaliar locomocéao/exploracao, foi utilizado o teste do campo aberto
(Hall, 1941).

Teste campo aberto

S

O teste em campo aberto (open field) € uma medida comum de
comportamento exploratério e locomoc¢édo em roedores, em que a qualidade e a
guantidade da atividade podem ser avaliadas (Gould et al. 2009). O termo
“atividade exploratoéria” € um termo de dificil definicdo, porém, é comumente
usado em pesquisas que tem por base estudar o comportamento animal. Num
sentindo abrangente, o termo refere-se a todas as atividades que se
relacionam com a obtencdo de informacdo acerca do ambiente, as quais
abrangem ndo so6 respostas reflexas atencionais imediatas, como também as
respostas voluntarias tipicas. Roedores, quando colocados em uma arena
desconhecida sem pistas olfatérias, visuais ou auditivas, normalmente se
direcionam para a borda e exploram todo o ambiente mantendo-se proximos a
parede. Com o tempo, o animal habitua-se ao novo ambiente e sua ansiedade
diminui, fazendo-o se aventurar cada vez mais em direcdo as partes centrais
do campo antes de retornar para as bordas. A exploracdo deste perfil
comportamental € a base do campo aberto (Bourin et al. 2007; Brooks &
Dunnet, 2009). Cada animal foi colocado num mesmo quadrante no inicio de

cada teste. O comportamento do animal foi registrado durante o periodo de 5
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minutos o numero de linhas atravessadas periféricas e centrais, caracterizado
pelos deslocamentos entre um ponto a outro da arena. Este teste foi aplicado
somente uma vez a cada animal, ndo sendo realizado habituacdo ou repeticédo
em nenhum animal. A cada mudanca de animal o campo foi limpo com alcool

70%. No final de cada sessédo o animal foi colocado em sua gaiola.

5.3.6 Coordenacao motora

Para avaliar a coordenagéo motora foi utilizado o teste rotarod (EFF 411,
Insight, Brasil).
Rotarod (RRT)

Coordenacdo motora tem sido tradicionalmente avaliada em animais
pelo teste de RRT, na qual o animal é colocado sobre uma haste horizontal que
gira em torno do seu eixo longitudinal, o animal andar para frente para
permanecer na posi¢cao vertical e ndo cair. RRT é um dispositivo automéatico
gue consiste de uma caixa de plexiglass com um cilindro de 8 cm de diametro,
localizada aproximadamente 20 cm do solo, mantido em rotacdo por um motor.
A caixa é dividida em quatro compartimentos, aproximadamente 10 cm de
largura, 0 que permite a analise de quatro animais simultaneamente. Para
habituacdo, os animais foram treinados no dia anterior ao dia do teste. Para
isso, cada animal foi colocado para caminhar no tambor rotativo a velocidade
minima por cinco minutos. Para o teste, cada animal foi colocado no tambor ja
em movimento (velocidade inicial de cerca de 10 rotagcdes por minuto). Na
queda, o temporizador que controlou o tempo de equilibrio foi automaticamente

interrompido porque o equipamento tem um sistema instalado no piso de cada
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compartimento para detectar o impacto da queda; os animais foram trazidos de
volta ao seu tambor e o temporizador reativado, representando o total de

quedas apos cinco minutos (velocidade final de 37 rotagBes por minuto).

5.3.7 Forca muscular
O teste de forca de preensdo é um meétodo ndo invasivo amplamente
utilizado para avaliar a forgca dos membros dos animais (van Riezen & Boersma
1969).
Grip strength meter (GPMT)

A forca muscular (em gramas) foi avaliada através do medidor de forca
de preenséao (FEP 305, Insight, Brasil). O GPMT baseia-se na tendéncia natural
do animal em segurar uma barra quando suspenso pela cauda. O animal
agarra uma barra de metal horizontal, enquanto é ligeiramente puxado pela
cauda. A barra esté ligada a um transdutor de forca que mede o pico de forca
de tracdo (em gramas). O objetivo deste teste é avaliar o tbnus muscular dos
animais e/ou a forca dos membros, ao mesmo tempo. Mudancas na forca de
preenséo ter sido interpretado como evidéncia de redugédo ou aumento da forca

muscular.

5.4 Intervencgdes terapéuticas
Grupos de animais nao infectados (NI) e animais infectados (120 dpi)
foram submetidos aos esquemas de tratamentos por 30 dias consecutivos: (1)

nao tratados; (2) injetados com salina; (3) Fx (Prozac, Eli Lilly, Brasil; 0.1 mL;
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10 mg/Kg/dia por gavage); (4) dose sub-6tima de Bz (25mg/Kg/dia por gavage;
LAFEPE, Brasil); (5) inibidor de sintese de TNF (PTX; Trental, Sanofi, Brasil,
20mg/Kg/dia via intraperitoneal) (Vilar-Pereira et al. 2012); (6) associacdo de
terapia PTX) com Bz (25mg/Kg/dia) (Vilar-Pereira et al. 2016). Em 120 dpi
foram sacrificados grupos de 8-10 animais infectados e 5 NI (pré-terapia). Os
animais submetidos aos tratamentos foram sacrificados ao final dos

tratamentos (pds-terapia).

5.5Quantificacdo de carga parasitaria no SNC por RT-PCR quantitativo
em tempo real (QRT-PCR)

O DNA foi extraido das amostras previamente pesadas de tecidos
cerebrais dos animais infectados usando 1 mL de TRI-Reagent (Sigma-Aldrich,
EUA) para cada tecido com posterior adicdo de 200 pL de cloroférmio (Merck,
EUA) e 2 minutos de incubacdo. Apos centrifugacédo a 12000xg, a 4 °C, por 15
minutos foram obtidas a fase organica e interfase e o DNA foi precipitado
adicionando 300 pL de etanol 100% (Merck, EUA). Incubou-se por 3 minutos
para sedimentacdo do DNA. Centrifugou-se a 2000xg por 5 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA foi lavado duas vezes em 1 mL
de uma solucdo contendo 0,1 M de citrato de sddio (Sigma-Aldrich, USA) em
etanol 10%. Incubou-se durante 30 minutos a temperatura ambiente, com
agitacdes periddicas e centrifugou-se a 2000xg por 5 minutos a 4 °C. O pellet
de DNA foi ressuspendido em 1,5 mL de etanol 75% e incubou-se por 15
minutos a temperatura ambiente (com agitacdes periodicas). Centrifugou-se a
2000xg por 5 minutos, a 4 °C. Retirou-se o0 sobrenadante e secou-se o0 DNA
por 10 minutos. No final, dissolveu-se o DNA em 100 pL de NaOH 8 mM
(Sigma-Aldrich, EUA). Centrifugou-se a 13000xg por 10 minutos. Foram
utilizados primers Cruzi 1 (Sequéncia: 5' AST CGG CTG ATC GTT TTC GA 3)
e Cruzi 2 (Sequéncia: 5° AAT TCC TCC AAG CAG CGG ATA 3) (Thermo
Fisher Scientific, EUA). A concentragéo final de TagMan® Master Mix (Roche,
USA) foi de 2x, 750 nM para cada primer de T. cruzi e 50 nM para a sonda de
T. cruzi tendo a reac¢cdo um volume total de 20 pyL. Todas as reacdes foram
realizadas em duplicata. A amplificacdo teve as seguintes condi¢cbes: 95 °C por
10 minutos para desnaturacao inicial e 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos para
desnaturacao e 58 °C por 1 minuto para anelamento/extensédo (ABI Prism 7000,

Applied Biosystems, EUA).
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5.6 Analise da expressédo génica do fator neurotréfico BDNF por RT-PCR
guantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Os tecidos cerebrais cortex e hipocampo foram removidos, pesados e
congelados em RNA later (AM7021, Thermo Fisher Scientific, EUA). O RNA
total foi extraido a partir da mesma amostra utilizada para quantificacdo da
carga parasitaria usando o TRI-Reagent (Sigma-Aldrich, EUA). Apds extragéo,
0 RNA foi purificado utilizando o kit RNeasy (QIAGEN, EUA), seguindo as
instrucdes do fabricante. Apds quantificacdo e tratamento com DNAse,
procedeu-se a sintese de cDNA com o kit SuperScript® Il VILO™ MasterMix
(Thermo Fisher Scientific, EUA). A reacao total (20 pL) para a transcriptase
reversa continha 4 uL de SuperScript® IlIl VILO™ MasterMix, 4 yL de H,0
DEPC e no maximo 2,5 ug de RNA total. A mistura foi incubada a 25 °C por 10
minutos, a 42 °C por 60 minutos para a transcricdo e 85 °C durante 5 minutos
para terminagdo da reacdo. A dosagem de cDNA foi efetuada no Qubit® 3.0
Fluorometer utilizando o kit ssSDNA (Thermo Fisher Scientific, EUA). Para
analise da expressdo génica foi realizada a reaccdo de gRT-PCR utilizando
TagMan®, seguindo as instru¢cdes do fabricante. Foram usadas as sondas
TagMan® para o fator neurotréfico BDNF (Mm04230607-s1) e para o gene
enddégeno GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) (Mm99999915 g1)
e HPRT (Mm01545399 m1l) (Thermo Fisher Scientific, EUA). A mistura de
reaccdo (10 pL) continha 2 uL de cDNA de cada amostra, 5 pL de Master Mix
TagMan 2x, 0,5 yuL das sondas acima descritas e 2,5 pL de H,O DEPC. Todas
as reacoes foram realizadas em duplicata. As condi¢des do ciclo da PCR foram
as seguintes: 95 °C por 10 minutos para desnaturacao inicial e 40 ciclos de 95
°C por 15 segundos para desnaturacdo e 60°C por 1 minuto para

anelamento/extensao (Viia7, Applied Biosystems, EUA).

5.7 Determinacao dos neurotransmissores glutmato e GABA no SNC por
ressonancia nuclear magnética (RNM)

Foram analisados coértex e hipocampo para deteccdo dos
neurotransmissores Glutamato e GABA: Os espectros de RMN de 'H foram
adquiridos a 25 °C em um espectrometro VNMRS-500 (Agilent, EUA) a 499,78
MHz. Os espectros foram adquiridos com uma largura espectral de 7022 Hz,

com 16384 pontos e 64 acumulacdes. Para que fossem feitas analises
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quantitativas foi usado um intervalo para relaxacao (d1) de 35 s. As amostras
foram dissolvidas em D,0 99,9% (Cambridge Isotope Laboratories, Inc., EUA)
com 0,5 mM de TMSP-2,2,3,3-D4 98% (Sodium-3-Trimethylsilylpropionate,
Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) usado como referéncia para o
deslocamento quimico (0,00 ppm) e como padrdo para as analises

guantitativas.

5.8 Andlise de estresse oxidativo no SNC pelo método de TBARS

O nivel tecidual de susbstancias reativas do acido tiobarbitarico (TBARS)
no cortex e hipocampo foi determinado pelo método de Ohkawa (1979). O
malondialdeido (MDA) é o produto final da peroxidacao lipidica, reage com o
acido tiobarbitarico (TBA) formando um complexo colorido. Aliquotas de
homogenatos teciduais foram incubadas, a temperatura de 100 °C por 45
minutos, em meio contando 0,45% de dodecil sulfato de sédio (SDS), 1,4 M de
acido acético pH 3.5, e 0,6% de TBA e incubados a 100 °C por 1 hora. Apés
incubacdo o produto da reacdo foi extraido com butanol e lido
espectrofotometro (Spectra Max M5, Molecular Devices) em um comprimento
de onda de 532 nm.
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6. Analise Estatistica

Médias aritméticas e seus desvios-padrao foram calculados. Os testes t-
Student, ANOVA e o pOs-teste de Bonferroni, quando apropriado, foram usados
para estabelecimento das diferencas significativas, P < 0,05 (*, ), P < 0,01
(*, & ) ou P < 0,001 (***, & ) calculados pelo programa estatistico

Graphpad Prism versao 5.0.
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7. Resultados
7.1 Parasitemia, mortalidade e inexisténcia de sickness behavior nos
animais durante a infecgcéo pelo Trypanosoma cruzi

Inicialmente foi estabelecido um modelo murino que reproduz aspectos
da DC crbnica. Quando infectados com a cepa Colombiana (Tipo I) do T. cruzi
(Zingales et al. 2009, 2012), os camundongos da linhagem C57BL/6
apresentaram pico de parasitemia entre 42-45 dpi (fase aguda). Com a
diminuicdo da parasitemia em 90 dpi (fase crbnica), raramente foram
encontrados tripomastigotas no sangue em 150 dpi (Figura 7.1A), corroborando
0s nossos dados anteriores (Vilar-Pereira et al. 2012, 2015). A curva de
sobrevivéncia, comparada com animais NI pareados por idade e sexo, revela
que cerca de 70% dos animais infectados sobreviveram a fase aguda, sem
tratamento tripanossomicida, e desenvolveram infeccdo crbnica, como
anteriormente descrito (Talvani et al. 2000 , Silverio et al. 2012 , Pereira et al.
2014a) (Figura 1B). Durante toda a cinética da infeccdo experimental pelo
T. cruzi, os animais, pareados por sexo e idade, foram acompanhados
semanalmente quanto ao seu peso, expresso em gramas (g) e a sua
temperatura expressa em graus Célsius (°C). Nao detectamos alteracdes
significativas na variacdo de peso (18.56 + 0.63 NI x 17.98 £+ 0.57 infectados
em 150 dpi) (Figura 7.1C) nem da temperatura retal (39.70 £ 0.37 NI x 39.75 +
0.26 infectados em 150 dpi) (Figura 7.1D) durante o periodo de
experimentacdo, fases aguda e crbnica, ao se comparar animais NI com
animais infectados. Ap0s o exame fisico geral, os animais cronicamente
infectados quando comparados aos animais NI, pareados por sexo e idade,
nao apresentaram apatia, prostacao, piloerecédo, hiperalgesia, obesidade ou
caquexia nos parametros clinicos analisados. Portanto, neste modelo de
infecgdo pelo T. cruzi ndo observamos sickness behavior nas fases aguda e
cronica da infec¢do. Além disso, este modelo reproduziu aspectos importantes
da fase cronica da DC, como a alta taxa de sobrevivéncia e a baixa
parasitemia, e nos permitiu testar se os animais infectados com a cepa
Colombiana apresentam alteracbes cardiacas e comportamentais de

depresséao, ansiedade e déficts mnemonico.
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Figura 7.1: Curva de parasitemia, mortalidade e auséncia de comportamento
associado a doenca (sckiness behavior) durante a infecgdo experimental de
camundongos C57BL/6 pelo Trypanosoma cruzi. Os animais foram infectados
com 100 formas tripomastigotas da cepa Colombiana do T. cruzi. (A) Parasitos
circulantes foram detectados a partir del4 dpi, o pico de parasitemia ocorreu em
42 dpi. Na fase crénica (90-150dpi) pouco ou henhum parasito foi encontrado no
sangue periférico. (B) Curva de sobrevivéncia, comparada com animais nao
infectados (NI) pareados por idade e sexo, revela que cerca de 70% dos animais
infectados sobreviveram a fase aguda e desenvolveram a infecgdo cronica. Na
avaliacdo de sckiness behavior avaliamos a variagcdo de peso corporal (C) e
temperatura corporal usando uma sonda retal (D). Durante o curso da infeccéo
camundongos C57BL/6 ndo apresentaram alteracdes significativas (p > 0,05) no
peso corporal e na temperatura retal. Os grupos foram constituidos de 10-18
camundongos. Dado representativo de trés experimentos independentes.
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7.2 Alteracdes elétricas em camundongos da linhagem C57BL/6
cronicamente infectados pela cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi

A forma cardiaca da DC € uma das manifestacfes clinicas mais graves
e frequentes, podendo levar os pacientes a morte subita (Rassi et al. 2010). A
existéncia de modelos experimentais que reproduzam a CCC (Talvani et al.
2000; dos Santos et al. 2001; Medeiros et al. 2009; Silverio et al. 2010, Pereira
et al. 2014 a e b, 2015; Vilar-Pereira & Pereira et al. 2016) pode contribuir de
forma importante para avangar no estudo da patogenia da DC. Em nosso
estudo, ndo foram observadas alteracdes elétricas nos animais NI analisados
em paralelo aos animais infectados pelo T.cruzi (150 dpi). Anormalidades
elétricas relevantes, detectadas em pacientes com DC, como arritmia (ART),
blogueio atrioventricular de segundo grau (BAV2) (Figura 7.2A), frequéncia
cardiaca (batimentos por minuto) diminuida, prolongamento dos intervalos PR
e QT corrigido pela frequéncia cardiaca (QTc), foram reproduzidas em
camundongos C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi (Figura
7.2B).
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Figura 7.2 A infeccdo pelo Trypanosoma cruzi induz alteragdes
eletrocardiogréaficas (ECG) durante a fase crénica da infec¢éo (150 dpi). Registro
do ECG de animais infectados em comparacdo com ndo infectados (NI)
pareados por idade e sexo. (A) Resumo dos dados dos grupos para a frequéncia
dos animais que apresentam arritmias e bloqueio atrioventricular de segundo
grau (BAV2), respectivamente. (B) Os graficos indicam o resultado da analise de
registros de ECG mostrando batimentos cardiacos, duracao (ms) do intervalo PR
e intervalo QTc, respectivamente. Os dados representam média + DP. Os grupos
foram constituidos de 5-6 camundongos. Os dados foram obtidos a partir de trés
experimentos independentes. *** p < 0,001.
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7.3 Comportamento semelhante a depressdo esta presente em
camundongos C57BL/6 na infeccdo experimental crbénica pelo
Trypanosoma cruzi

Para avaliar a existéncia de comportamento semelhante a depresséo
nos animais cronicamente infectados, usamos o TST e FST. Os resultados
obtidos, em 150 dpi, mostraram que nos camundongos da linhagem C57BL/6
infectados pelo T.cruzi houve aumento no tempo de imobilidade no TST
(p < 0,001) (Figura 7.3A) e FST (p < 0,001) (Figura 7.3B) quando comparados
com os animais NI, pareados por sexo e idade. Estes dados indicam a
existéncia de comportamento semelhante a depressdo em animais

cronicamente infectados pelo T.cruzi.
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Figura 7.3: Infeccdo com Trypanosoma cruzi induz comportamento
depressivo em camundongos C57BL/6 na fase crbnica da infec¢éo (150 dpi).
Os animais foram infectados com 100 formas tripomastigotas da cepa
Colombiana do T. cruzi e submetidos ao teste de suspenséo de cauda (A) e
nado forgado (B). A quantificacdo do tempo de imobilidade foi observada no
periodo de 4 ou 5 minutos, respectivamente. Foi observado aumento do tempo
de imobilidade nos animais infectados quando comparados aos nao infectados
(NI). Os dados representam média = DP. Os grupos foram constituidos de 5-
18 camundongos. Dados de trés experimentos independentes. *** p < 0,001.
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7.4 Auséncia de comportamento compulsivo inato em camundongos
C57BL/6 cronicamente infectados pelo Trypanosoma cruzi

Para testar se 0 comportamento compulsivo inato est4 presente na
infeccdo experimental crbnica pelo T. cruzi, submetemos camundongos
C57BL/6 ao teste de esconder esferas. Analisamos a laténcia para iniciar o
comportamento espontaneo de enterrar as bolas de vidro presentes em seu
ambiente, e o ndmero de bolas escondidas em sessdes de 30 minutos.
Camundongos C57BL/6 na fase cronica da infeccao (150 dpi) apresentaram
aumento na laténcia (p < 0,001) quando comparados aos animais NI
(Figura 7.4A). O percentual de animais infectados que ndo esconderam as
esferas foi de 60% quando comparados aos ndo infectados (Figura B). Além
disso, estes animais mostraram diminuicdo do niumero de bolas escondidas (p
< 0,001) quando comparados aos animais NI (Figura 7.4B), alteracdo esta ndo
detectada em 5-9 dpi, mas observada entre 33 a 86 dpi (Figura 7.4C). Portanto,
camundongos C57BL/6 ndo mostraram 0 comportamento inato compulsivo

inato na fase crénica da infeccdo pelo T. cruzi.
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Figura 7.4: Comportamento compulsivo inato em camundongos C57BL/6
durante a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi. Animais foram infectados com
100 formas tripomastigotas da cepa Colombiana do T cruzi e submetidos ao
teste de esconder esferas, em comparacdo a animais ndo infectados (NI),
pareados por idade e sexo. (A) Aumento na laténcia para esconder as
esferas. (B) Diminuigcdo do numero de esferas escondidas na fase crbnica da
infecgdo (150 dpi). (C) Diminuicdo do numero de esferas escondidas durante
o curso da infeccdo entre 33 a 86 dpi. Analises feitas no periodo de 30
minutos. Os dados representam média + DP. Os grupos foram constituidos de
7-16 camundongos. Dados de trés experimentos independentes. *** p <
0,001.
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7.5 Comportamento de ansiedade e alteracdo locomotora / exploratoria
estdo presentes em camundongos C57BL/6 durante a fase cronica da
infecc&o pelo Trypanosoma cruzi

Para avaliar a presenca de ansiedade durante a infeccdo pelo T. cruzi,
foi utilizado o teste LCE com a analise do numero de entradas e a laténcia do
animal nos bracos abertos, em sessdes de 5 minutos. Nossos resultados
mostram que camundongos C57BL/6 em fase cronica (150 dpi) de infeccao
pelo T. cruzi apresentam reducdo do numero de entradas (p < 0,001) bem
como do tempo de permanéncia nos bracos abertos (p < 0,001) (Figura 7.5A)
em comparacdo com o0s animais NI. Portanto, esses dados suportam a
existéncia de comportamento de ansiedade na infeccdo experimental cronica
pelo T. cruzi.

O pressuposto envolvido em estudos de um novo ambiente € que no
intuito de explorar o ambiente, o animal precisa locomover-se nele. Dessa
forma, a quantidade de movimento passa a ser um indicador de atividade
locomotora/exploratéria (Berntson et al. 1988; Moscardini et al. 2012). Para
avaliar esta alteracdo, camundongos C57BL/6 foram submetidos ao teste do
campo aberto. O numero de linhas cruzadas totais e centrais no aparelho foi
analisado em sessdes de 5 minutos. Camundongos cronicamente infectados
(150 dpi) mostraram diminuicdo no numero de linhas cruzadas totais e centrais

(p < 0,001), quando comparados com animais NI (Figura 7.5B).
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Figura 7.5: Comportamento de ansiedade e alteracéo
locomotora/exploratéria em camundongos C57BL/6 na fase crbnica da
infecgdo (150 dpi) pelo Trypanosoma cruzi. Camundongos foram infectados
com 100 formas tripomastigotas da cepa Colombiana do T.cruzi e
submetidos aos testes de labirinto em cruz elevado e campo aberto. Os
graficos mostram o numero de entradas e o tempo de permanéncia nos
bracos abertos em sessdes de 5 minutos. (A) Reducao do numero de
entradas e do tempo nos bracos abertos dos animais infectados,
comparados aos seus controles ndo infectados (NI). (B) Redugé&o do
nuimero de linhas cruzadas totais e centrais dos animais infectados dos
animais infectados quando comparados aos controles NI. Os dados
representam média + DP. Os grupos experimentais foram constituidos de 6-
15 camundongos por grupo. Figura representativa de trés experimentos
independentes.

*** n < 0,001.
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7.6 Transtornos na coordenacdo motora, forca muscular inalterada e
auséncia de sickness behavior em camundongos C57BL/6 cronicamente
infectados pelo Trypanosoma cruzi

Quando avaliados para coordenacdo motora pelo RRT, camundongos
C57BL/6 na fase cronica mostraram desempenho prejudicado revelado pela
reducdo (p < 0,001) da laténcia para queda no aparelho quando comparados
com os animais NI (Figura 7.6A).

Para determinar se a infeccdo pelo T. cruzi é acompanhada por
diminuicdo na forca muscular, realizamos GSMT. N&o houve diferenca
significativa (p > 0,05) na forgca de preensdo muscular dos camundongos
C57BL/6 na fase cronica da infeccdo quando foram comparados com animais
NI (Figura 7.6B).

Considerando que sickness behavior refere-se a um conjunto
coordenado de alteragbes comportamentais que se desenvolvem durante o
curso de uma infecgdo (Dantzer et al. 2009; Maes et al. 2012), analisamos 0s
parametros de perda de peso corporal (indicativo de perda de apetite) e
aumento da temperatura (indicativo de febre). Em 150 dpi, na observacao
clinica, ndo foram detectadas apatia e prostacdo nos camundongos
cronicamente infectados. Além disso, camundongos cronicamente infectados
nao apresentaram perda de peso corporal, nem alteracdo na temperatura retal
guando comparados com os animais NI pareados por sexo e idade (Figura
7.6C). No seu conjunto, estes dados demonstram que camundongos C57BL/6
infectados com um baixo inéculo da cepa Colombiana ndo apresentaram sinais

de sickness behavior.
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Figura 7.6: Transtorno de coordenacdo motora, forca muscular inalterada e
auséncia de sickness behavior na infeccdo pelo Trypanosoma cruzi em
camundongos C57BL/6 na fase cronica da infeccdo (150 dpi). Animais foram
infectados com 100 formas tripomastigotas da cepa Colombiana do T. cruzi.
(A) O gréafico mostra alteragdo na coordenagdo motora de animais infectados
em comparacdo com nao infectados (NI) no teste rotarod. (B) O grafico
mostra forga muscular inalterada de animais infectados em comparagdo com
NI no teste grip strength muscle. (C) Os graficos mostram auséncia de
sickness behavior nos paramétros de peso e temperatura, respectivamente.
Os animais foram pareados por idade e sexo. Os dados representam média +
DP. Os grupos foram constituidos de 5-10 camundongos. Dados de trés
experimentos independentes. *** p < 0,001
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7.7 Avaliacdo da memaoria em camundongos da linhagem C57BL/6 na fase

cronica da infeccéo pelo Trypanosoma cruzi

7.7.1 Auséncia de déficit mnemonico no teste de memadria aversiva em
camundongos C57BL/6 cronicamente infectados pelo Trypanosoma cruzi
O teste de esquiva inibitdria consiste na inibicao da exploracao
do ambiente por meio de choque, utilizado para avaliar a
consolidacdo da memdria em camundongos. Considerando que o animal
aprende a relacionar a descida da plataforma ao estimulo aversivo (choque),
no ensaio observamos que nao houve diferenca significativa entre animais NI e
animais cronicamente infectados (150 dpi) na laténcia da descida da plataforma
no dia do teste Assim, estes dados indicam que ndo ha déficit mnemadnico
comparando animais infectados aos animais NI (p > 0,05) no tempo de
retencdo no aparelho (Figura 7.7.1). Portanto, concluimos que a infeccédo pelo

T. cruzi, ndo promoveu prejuizo na mem©éria aversiva.
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Figura 7.7.1: Auséncia de déficit na memodria aversiva observada em
camundongos C57BL/6 durante a fase cronica da infeccdo pelo Trypanosoma
cruzi. Os gréficos indicam a laténcia, o tempo de descida da plataforma no dia
do treino (choque) e no dia do teste de retengcdo da memoéria. Nao houve
diferenca significativa entre os tempos de laténcia na retengdo dos animais
ndo infectados (NI) em relagdo aos animais infectados em 150 dpi. Os dados
representam média + DP. Os grupos foram constituidos de 5-10
camundongos. Dados de trés experimentos independentes. *** p < 0,001,
comparacéao entre choque e retencéo.
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7.7.2 Infeccao crbnica pelo Trypanosoma cruzi induz déficit mnemaénico
no teste de memoaria de habituagdo em camundongos C57BL/6

A habituacdo a um novo ambiente & uma das tarefas de aprendizagem
nao associativa e nao aversiva. A exposi¢cdo repetida a um novo ambiente
resulta em reducdo do comportamento exploratorio, que pode ser tomado como
parametro de memoria de habituacdo. Os animais NI diminuiram a atividade
exploratoria, observado na reducdo do numero de linhas cruzadas no campo
aberto (p < 0,001) no dia do teste (dia 2). Por outro lado, os animais
cronicamente infectados (150 dpi) ndo diminuiram a atividade exploratéria na
sessdao teste (dia 2), suficiente para ser significativo em relacéo a sessao treino
(dia 1), o que pode indicar prejuizo da memoéria de habituacéo
(Figura 7.7.2A). Também, observamos que o déficit mnemdénico nos animais
infectados néo foi detectado no inicio da fase aguda (5-9 dpi), mas ja foi

percebido mais tarde na fase aguda da infeccéo (33-37 dpi) (Figura 7.7.2B).
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Figura 7.7.2: Infeccdo pelo Trypanosoma cruzi induz déficit mnemdnico em
camundongos C57BL/6 na fase cronica da infecgéo (150 dpi). Animais foram
infectados com 100 formas tripomastigotas da cepa Colombiana do T. cruzi e
submetidos ao teste campo aberto para avaliagdo de memoria de habituagéo.
Os gréficos indicam o numero de linhas cruzadas no 1° dia (treino) e 2° dia
(teste), pelo periodo de 5 minutos. (A) Animais ndo infectados (NI) diminuiram
0 n° de linhas cruzadas no dia do teste, porém essa diferenca néo foi
observada nos animais infectados pelo T. cruzi, indicando déficit mnemaénico.
(B) Alteragbes neste parametro sdo observadas entre 33-37 dpi. Os dados
representam média + DP. Os grupos foram constituidos de 3-
10camundongos. Dados de trés experimentos independentes. *** p < 0,001
comparando NI com T. cruzi; *p < 0,05, #*% p < 0,001 em comparac&o dia 1
com dia 2 de teste intragrupos.
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7.7.3 Défict mnemdnico no teste de reconhecimento de objetos em
camundongos C57BL/6 na fase cronica da infeccao pelo
Trypanosoma cruzi

O teste de reconhecimento de objetos consiste em analisar a tendéncia
natural do animal em explorar o ambiente e discriminar o objeto novo.
Roedores possuem uma tendéncia natural para gastar mais tempo explorando
novos objetos que aqueles conhecidos, sendo esta referéncia uilizada como
parametro de memoria de reconhecimento de objetos. A analise feita sobre o
tempo de exploracdo do objeto novo nos camundongos da linhagem C57BL/6
mostrou que nos animais cronicamente (150 dpi) infectados pelo T. cruzi este
tempo néo difere do tempo gasto na exploracdo do objeto familiar, indicando
prejuizo mnemonico na habilidade de reconhecer um novo objeto quando
comparados aos animais NI (Figura 7.7.3A). Ressalta-se que as alteracdes
neste parametro ndo séo detectadas no inicio da fase aguda (5-9 dpi), mas ja
sao observadas em momento mais avancado na fase aguda da infec¢ao (33-37
dpi) (Figura 7.7.3B).

89



>

Tempo de exploragao (s)

OF ON OF ON
NI T. cruzi

vy)

B NI

Bl T.cruz
&& && &&

w A
1 1

Tempo de exploracdo(s)
N

OF ON OF ON OF ON OF ON
5-9 dpi 33-37 dpi

Figura 7.7.3: Infeccéo pelo Trypanosoma cruzi induz déficit mneméonico
da memoria de reconhecimento em camundongos C57BL/6 na fase
cronica da infeccdo (150 dpi). Animais foram infectados com 100
formas tripomastigotas da cepa Colombiana do T. cruzi e submetidos
ao teste campo aberto para avaliacdo de memdria de reconhecimento.
Os graficos indicam o tempo de exploracdo (em segundos) do objeto
familiar e do objeto novo, pelo periodo de 5 minutos. (A) Animais nao
infectados (NI) aumentaram o tempo de exploracdo do objeto novo,
porém essa diferengca ndo foi observada nos animais infectados pelo
T. cruzi indicando déficit mneménico. (B) Alteragcdes neste parametro
foram observadas entre 33-37 dpi. Os dados representam média + DP.
Os grupos foram constituidos de 4-10 camundongos. Dados de trés
experimentos independentes. *** p < 0,001 comparando NI com
T.cruzi; % p < 0,01, %% p < 0,001 comparacdo entre OF e ON
intragrupos.
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7.8 Intervencdo com o antidepressivo Fluoxetina em camundongos
C57BL/6 na infecgéo cronica pelo Trypanosoma cruzi

Diante dos resultados obtidos no TST e FST indicando a indugéo de
depressao nos animais cronicamente infectados pelo T. cruzi, investigamos se
0s animais possuiam perfil depressivo. Para tal, buscamos interferir no perfil
depressivo desenvolvido durante a infec¢ao crbnica com uma droga terapéutica

utilizada na depressao em humanos e animais (Caiaffo et al. 2016).

7.8.1 Tratamento com Fluoxetina melhora anormalidades no
eletrocardiograma em camundongos C57BL/6 cronicamente infectados
pelo Trypanosoma cruzi

Os registros de ECG em 150 dpi mostram gue animais cronicamente
infectados e submetidos a terapia com Fx apresentaram reducao da frequéncia
de animais com de ART (p < 0,01), comparados aos que receberam salina.
Nos animais tratados com Fx também se observou reducdo do numero de
animais com BAV2 registrados em intervalos de 2 minutos, quando
comparados aos animais que receberam salina (Figura 7.8.1 A-B). Além disso,
animais infectados pelo T.cruzi, que receberam o tratamento com Fx,
apresentaram efeito benéfico em relagdo a frequéncia cardiaca quando
comparados aos animais que receberam salina e aos animais NI (Figura
7.8.1C). A terapia com Fx nos animais infectados, resultou na reducédo do
prolongamento do intervalo PR (p < 0,05) quando comparados aos animais que
receberam salina.( Figura 7.8.1C). Em relacdo ao intervalo QTc nos animais
cronicamente infectados pelo T. cruzi, que receberam Fx, ndo observamos
efeito significativo no prolongamento do intervalo QTc quando comparados com
0S animais que receberam salina.

No seu conjunto, estes resultados mostram que a terapia com Fx foi

favoravel nas aleragdes cardiacas na fase cronica peloT. cruzi.
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Figura 7.8.1: A infeccdo pelo Trypanosoma cruzi induz alteragbes
eletrocardiogréficas (ECG) durante a fase cronica da infec¢cdo (150 dpi). (A)
Segmentos representativos do registro do ECG de animais infectados em
comparacdo com néo infectados (NI), pareados por idade e sexo. (B) Resumo dos
dados dos grupos para a frequéncia dos animais que apresentam arritmias e
blogueio atrioventricular de segundo grau. (C) Os gréaficos indicam os registros de
ECG mostrando batimentos cardiacos, duracéo (ms) do intervalo PR e do intervalo
QTc. Os dados representam média + DP. Os grupos foram constituidos de 5-16
camundongos. Os dados foram obtidos a partir de trés experimentos
independentes. ** p < 0,01, *** p < 0,001 comparando NI com T. cruzi + salina e NI
com T. cruzi + Fx; # p < 0,05, ## p < 0,01, comparando T. cruzi + salina com
T. cruzi + Fx.
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7.8.2 Intervencdo terapéutica com Fluoxetina reverte o comportamento
depressivo e melhora o comportamento de ansiedade nos camundongos
C57BL/6 na fase crbonica da infecgcéo

Animais infectados C57BL/6 tratados com Fx apresentaram tempo de
imobilidade menor (p < 0,001), quando comparados aos animais infectados que
receberam salina (Figura 7.8.2A). Com relacdo ao comportamento de
ansiedade, apds o tratamento dos animais infectados com Fx, observou-se
aumento do namero de entradas (p < 0,01) e laténcia (p < 0,001) nos bragos
abertos do labirinto, quando comparados com animais infectados tratados com
salina, ainda que apresentem alteracées quando comparados com animais NI

de mesma idade e sexo (Figura 7.8.2B).
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Figura 7.8.2: Comportamento depressivo induzido pela infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi é revertido e comportamento de ansiedade melhorado com
a intervencao terapéutica com Fluoxetina (Fx) em camundongos C57BL/6 na
fase crbnica (150 dpi). Camundongos foram infectados com 100 formas
tripomastigotas da cepa Colombiana do T. cruzi, tratados por 30 dias
consecutivos (120-150 dpi) e submetidos aos testes TST e LCE. (A) O grafico
indica o tempo de imobilidade (em segundos) no TST, em periodo de 5
minutos. O tempo de imobilidade diminuiu nos animais infectados e tratados
com Fx quando comparados aos animais infectados que receberam salina. (B)
O tratamento com Fx aumentou o numero de entradas e o tempo nos bragos
abertos quando comparado aos animais tratados com salina. Os dados
representam média + DP. Os grupos foram constituidos de 5-16
camundongos. * p < 0,05, *** p < 0,001, comparando NI com T. cruzi + salina e
T. cruzi + Fx; ¥ p < 0,01, * p < 0,001, comparando T. cruzi + salina com T.
cruzi + Fx.
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7.8.3 Comportamento compulsivo inato € restaurado e alteracao
locomotora/exploratéria € melhorada pela intervencdo terapéutica com
Fluoxetina em camundongos C57BL/6 na fase crOonica da infeccao pelo
Trypanosoma cruzi

Nossos resultados indicam que em sessdes de 30 minutos no teste de
esconder esferas os animais infectados que receberam a terapia com Fx
restauraram 0 comportamento espontaneo de enterrar materiais aversivos
presentes em seu ambiente, com padrdo semelhante aos animais NI, quando
comparados aos animais infectados que receberam salina (p < 0,001) (Figura
7.8.3A).

Atividade exploratoria e locomotora foi analisada usando o teste do
campo aberto. A tendéncia natural do animal em um ambiente novo € de
explora-lo. O tratamento com Fx, nos animais cronicamente infectados
(150 dpi), resultou em efeito benéfico expresso em numeros aumentados (p <
0,001) de linhas totais cruzadas no aparelho quando comparados com o0s

animais infectados que receberam salina (Figura 7.8.3B).
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Figura 7.8.3: Comportamento compulsivo inato e de ansiedade em
camundongos C57BL/6 durante a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi. Animais
foram infectados com 100 formas tripomastigotas da cepa Colombiana do
T.cruzi e submetidos ao teste de esconder esferas. A laténcia e a
guantificagdo do namero de esferas escondidas foram analisadas no periodo
de 30 minutos. (A) O numero de esferas escondidas aumentou nos animais
infectados e tratados com Fx quando comparados aos animais infectados que
receberam salina. (B) O tratamento com Fx aumentou o nimero de linhas
totais cruzadas quando comparado aos animais tratados com salina. Os
dados representam média + DP. Os grupos foram constituidos de 5-16
camundongos. Dados de trés experimentos independentes. *** p < 0,001,
comparando NI com T. cruzi + salina e T.cruzi + Fx; ### p < 0,001,
comparando T. cruzi + salina com T. cruzi + Fx.
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7.8.4 Intervencéo terapéutica com Fluoxetina propicia efeito benéfico na
memoria de habituacdo e de reconhecimento de objetos nos
camundongos C57BL/6 na fase cronica da infeccao pelo
Trypanosoma cruzi

Na avaliacdo da memoria aversiva utilizamos o teste de esquiva passiva,
no qual consideramos a laténcia de descida da plataforma da sessdo de
retencdo como parametro de memaria. Camundongos C57BL/6 na fase cronica
da infeccdo (150 dpi) reconheceram e responderam a memodria do estimulo
aversivo, com aumento na laténcia (p < 0,001) no dia de retencdo em relagéo
ao dia do choque, de modo semelhante entre os animais NI e animais que
receberam salina (Figura 7.8.4A). Assim, nossos resultados, mostraram que a
terapia com Fx ndo teve nenhuma acao direta sobre a memaria aversiva.

Com relagao ao teste de memoéria de habituacdo, o tratamento com Fx
nos animais cronicamente infectados (150 dpi) contribuiu para um efeito
benéfico na memoria expresso na diminuigéo (p < 0,05) do numero de linhas
cruzadas no campo aberto no dia do teste (dia 2), quando comparado ao dia do
treinamento (dia 1) e aos animais que receberam salina (Figura 7.8.4B).

Além disso, no teste de memoria de reconhecimento de objetos, animais
que receberam a intervengao terapéutica com Fx, apresentaram aumento
(p < 0,001) do tempo de exploragéo do objeto novo, quando comparados com
animais infectados tratados com salina, indicando melhora do déficit
mnemaonico. A razdo de discriminacdo dos objetos foi estabelecida pelo tempo
gasto em explorar o objeto novo dividido pela soma dos tempos gastos para

explorar o objeto novo e o familiar (Figura 7.8.4C).
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Figura 7.8.4: Intervencao terapéutica com Fx melhora déficit mnemonico em
camundongos C57BL/6 na fase cronica da infecgéo (150 dpi). Animais foram
infectados com 100 formas tripomastigotas da cepa Colombiana do T. cruzi e
submetidos ao teste campo aberto para avaliacdo da memdria. (A) O grafico
indica que a infeccdo pelo T.cruzi e a terapia com Fx ndo prejudicou a
memoria aversiva. (B-C) Animais infectados e tratados com Fx aumentaram o
tempo de exploracdo do ambiente no dia do teste (B) e o tempo de exploracéo
do objeto novo (C). Os dados representam meédia + DP. Os grupos foram
constituidos de 5-16 camundongos. Dados de 3 experimentos independentes.
** n < 0,01 **p<0,001, comparando NI com T. cruzi + salina e T. cruzi + Fx;
% p < 0,001, comparando T. cruzi + salina com T. cruzi + Fx% p < 0,05 ¢ p <
0,05 comparagéo intragrupos.
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7.9 IntervencOes terapéutica com as drogas tripanossomicida
Benznidazol, medicamento imunorregulador Pentoxifilina e a combinacgéo
de ambas as terapias

7.9.1 IntervencOes terapéuticas reduzem a carga parasitaria nos
camundongos C57BL/6 na fase «cronica da infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi

O delineamento experimental mostra que camundongos C57BL/6 foram
infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi. A partir de 120 dpi, os animais
foram diariamente tratados com dose sub-6tima de Bz, PTX e da combinacéo
dos medicamentos (Bz+PTX) durante 30 dias. Salina foi utilizada para diluicdo
de Bz, PTX e como veiculo controle (Figura 7.9.1A).

Inicialmente, analisamos o impacto destes esquemas terapéuticos sobre
parasitemia e parasitismo cardiaco. Em 150 dpi, o tratamento com PTX néo
alterou o numero de parasitos circulantes quando comparados aos animais
infectados e injetados com salina. Contudo, animais infectados e tratados com
Bz (p < 0,05) ou Bz+PTX (p <0,01), a parasitemia foi reduzida (Figura 7.9.1B).
Além disso, animais infectados que receberam a terapia com PTX néo
apresentaram parasitismo cardiaco alterado quando comparados aos animais
injetados com salina. No entanto, apés terapia com Bz (p < 0,01) ou Bz+PTX
(p < 0,05) a carga parasitaria no coracao foi reduzida nos animais infectados.
Por outro lado, nossos dados mostram reducéo do parasitismo no SNC com as
terapias Bz, PTX, BZ+PTX. (Figura 7.9.1B) nas areas de hipocampo e cortex
cerebral.
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Figura 7.9.1: Intervencbes terapéuticas reduzem a carga parasitaria nos
camundongos C57BL/6 na fase cronica da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi.
(A) Camundongos C57BL/6 cronicamente infectados pelo T.cruzi foram
tratados diariamente (120 a 150 dpi) com salina, PTX, dose sub-6ptima de Bz
ou com terapia combinada (Bz+PTX) e analisada em150 dpi, comparados a
animais ndo infectados (NI) pareados por idade e sexo. (B) O grafico mostra
niveis de parasitemia (C) Parasitismo cardiaco. (D) Parasitismo cerebral nas
areas de cértex e hipocampo, respectivamente. Em cada experimento, 0S
grupos foram constituidos de 3-6 camundongos. *p < 0,05; *p < 0,01, "*p <
0,001 comparando T. cruzi + salina com T. cruzi + terapias.
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7.9.2 Terapia combinada restaura intervalos normais de QTc no ECG dos
camundongos C57BL/6 na fase «cronica da infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi

Os registros de ECG mostram que animais cronicamente infectados e
injetados com salina apresentaram alteracdes elétricas como ART, BAV2,
bradicardia e intervalos PR e QTc prolongados (Figura 7.9.2A-C). Nao foram
observadas anormalidades elétricas nos animais NI pareados por idade e sexo,
na analise feita em paralelo com animais infectados pelo T. cruzi. Os trés
esquemas terapéuticos (Bz, PTX e Bz+PTX) foram benéficos quanto a
alteracdes elétricas registradas nos tracados eletrocardiograficos, em intervalos
de 2 minutos (Figura 7.9.2A).

Todos os animais infectados e injetados com salina apresentaram ART,
enquanto nos grupos de animais tratados com PTX (p < 0,05), Bz (p <0,001), e
BZ+PTX (p < 0,01) observamos reducdo do percentual de animais com ART
quando comparados aos animais que receberam salina (Figura 7.9.2B). Além
disso, os trés esquemas terapéuticos resultaram em reducdo (p < 0,001) da
frequéncia de animais com BAV2.

A analise da frequéncia cardiaca (batimentos por minuto) mostrou que,
em comparacdo com animais NI, animais infectados que receberam salina
apresentaram frequéncia cardiaca baixa (p < 0,01). O tratamento com PTX néo
teve efeito significativo (p > 0,05) na bradicardia, porém, os esquemas
terapéuticos usando Bz (p < 0,05) e Bz+PTX (p <0,05) aumentaram o numero
de batimentos cardiacos. Além disso, comparandos aos animais infectados que
receberam salina, os animais submetidos aos esquemas terapéuticos com PTX
(p < 0,01), Bz (p < 0,001) ou Bz+PTX (p < 0,001) apresentaram reducéo do
prolongamento do intervalo PR. Em relagdo ao prolongamento do intervalo QTc
nos animais cronicamente infectados pelo T. cruzi, ndo observamos efeito do
tratamento com Bz (p > 0,05). No entanto, nos animais que recebram a terapia
com PTX (p < 0,05) detectamos diminuigdo do prolongamento do intervalo QTc
detectado nos animais infectados e tratados com salina. JA nos animais que
receberam a terapia combinada Bz+PTX (p < 0,01), o prolongamento do
intervalo QTc foi revertido aos valores de normalidade detectados em animais

NI de igual idade e sexo (Figura 7.9.2C).
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Assim, na analise do ECG mostramos que a terapia Bz+PTX foi a mais
favoravel comparada aos outros esquemas terapéuticos utilizados (Bz ou PTX)

na fase croénica da infeccéo pelo T. cruzi.
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Figura 7.9.2: Terapias tripanossomicida, imunorreguladora ou combinada
restauram ou melhoram alteragfes eletrocardiogréficas (ECG) durante a fase
cronica da infecgdo (150 dpi). (A) Segmentos representativos do registro do
ECG de animais infectados em comparacdo com néo infectados (NI) pareados
por idade e sexo. (B) Resumo dos dados dos grupos para a frequéncia dos
animais que apresentam arritmias (ART) e bloqueio atrioventricular de segundo
grau (BAV2). (C) Os gréficos indicam os registros de ECG mostrando
frequéncia cardiaca em batimentos cardiacos por minuto (bpm), duragcédo (ms)
do intervalo PR e do intervalo QTc. Os dados representam média + DP. Os
grupos foram constituidos de 5-16 camundongos. Os dados foram obtidos a
partir de trés experimentos independentes. *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
comparando NI com T. cruzi + salina e NI com T. cruzi + terapias; # p < 0,05,
## p < 0,01, ### p < 0,001 comparando T. cruzi + salina com T. cruzi +
terapias.
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7.9.3 Intervencado terapéutica reverte comportamento depressivo e
favorece melhora no comportamento de ansiedade em camundongos
C57BL/6 na fase cronica da infeccéo pelo Trypanosoma cruzi

Para investigar a influéncia das terapias no comportamento depressivo
submetemos os animais ao TST. Em 150 dpi, animais infectados que
receberam salina apresentaram aumento (p < 0,001) no tempo de imobilidade
guando comparados aos animais NI, corroborando resultados anteriores (Vilar-
Pereira et al. 2012). No entanto, em animais infectados os tratamentos com
PTX (p< 0,001), Bz (p<0,001) ou Bz+PTX (p<0,001) reverteram
completamente o0 comportamento depressivo, expresso no tempo de
imobilidade menor quando comparados aos animais infectados que receberam
salina e semelhantes aos valores de normalidade com animais NI (Figura
7.9.3A).

Em relagdo ao comportamento de ansiedade, analisado no teste do
labirinto em cruz elevado, animais que receberam as terapias PTX (p < 0,01),
Bz (p < 0,05) e Bz+PTX (p < 0,05) mostraram melhora no parametro do nimero
de entradas nos bracos abertos, da mesma forma que no parametro da laténcia
nos bragos abertos PTX (p < 0,01), Bz (p < 0,05); Bz+PTX (p < 0,05) (Figura
7.9.3B).
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Figura 7.9.3: Intervencdes terapéuticas revertem comportamento depressivo
induzido pelo Trypanosoma cruzi e melhora comportamento de ansiedade
em camundongos C57BL/6 na fase cronica da infeccdo (150 dpi).
Camundongos foram infectados com 100 formas tripomastigotas da cepa
Colombiana do T. cruzi, tratados por 30 dias consecutivos (120-150 dpi) e
submetidos aos testes TST e LCE. (A) O gréafico indica o tempo de
imobilidade no TST, em periodo de 5 minutos. O tempo de imobilidade
diminuiu nos animais infectados e tratados com PTX, Bz ou PTX+Bz, quando
comparados aos animais infectados que recebeu salina. (B) O tratamento
com as terapias PTX, Bz ou PTX+Bz aumentou o namero de entradas e o
tempo nos bracos abertos, quando comparado aos animais tratados com
salina. Os dados representam média = DP. Os grupos foram constituidos de
5-16 camundongos. Dado representativo de trés experimentos
independentes. * p < 0,05, *** p < 0,001, comparando NI com T. cruzi + salina
e T. cruzi + terapias; # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001, comparando T.
cruzi + salina com T. cruzi + terapias.
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7.9.4 Esquema terapéutico recupera o comportamento compulsivo inato e
reduz alteracbes locomotoras / exploratérias em camundongos C57BL/6,
na fase cronica da infeccao pelo
Trypanosoma cruzi

Em 150 dpi, apos terapia com PTX (p < 0,001), Bz (p < 0,001) ou
Bz+PTX (p < 0,001), nos animais cronicamente infectados foi restaurado o
comportamento espontaneo de enterrar materiais aversivos presentes em seu
ambiente, quando comparados aos animais infectados que receberam salina e
semelhante aos animais NI (Figura 7.9.4A). Ainda, as intervencdes terapéuticas
com PTX (p< 0,01), Bz (p< 0,001) ou Bz+PTX (p < 0,001) reduziram as
alteracdes locomotoras/exploratorias nos animais cronicamente infectados pelo
T. cruzi quando comparados aos animais infectados que receberam salina
(Figura 7.9.4B).
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Figura 7.9.4: Intervencbes terapéuticas recuperam comportamento
compulsivo inato e melhoram comportamento de ansiedade em camundongos
C57BL/6 cronicamente infectados pelo Trypanosoma cruzi. Animais foram
infectados com 100 formas tripomastigotas da cepa Colombiana do T. cruzi e
submetidos ao teste de esconder esferas. A laténcia e a quantificacdo do
namero de esferas escondidas foram analisadas no periodo de 30 minutos.
(A) Aumento do numero de esferas escondidas na fase crbnica da infeccao
(150 dpi) dos animais que recebram as terapias comparando com animais
infectados que receberam salina (B) Diminuicdo do numero de linhas
cruzadas pelos animais que receberam as intervencdes terapéuticas em
relacdo aos animais infectados tratados com salina (150 dpi). Os dados
representam média + DP. Os grupos foram constituidos de 5-16
camundongos. Dado representativo de trés experimentos independentes. *** p
< 0,001, comparando NI com T. cruzi + salina e T. cruzi + terapias; ## p <
0,01 ### p < 0,001, comparando T. cruzi + salina com T. cruzi + terapias.

107



7.9.5 Intervencdes terapéuticas foram benéficas no déficit mnemoénico em
camundongos C57BL/6 na fase cronica da infeccao pelo
Trypanosoma cruzi

No teste de memoria aversiva, a laténcia de descida da plataforma da
sessdo de retencdo foi o parametro analisado no desempenho da memodria.
Nao observamos alteracdo de memoria aversiva nos animais infectados,
comparados com animais NI, pareados por idade e sexo. Os animais
infectados que receberam as terapias PTx, Bz e Bz+PTX, reconheceram e
responderam & memoria do estimulo aversivo, com aumento na laténcia (p <
0,001) no dia de retencédo em relacdo ao dia do choque, de modo semelhante
aos animais NI (Figura 7.9.5A), indicando que as terapias ndo interferiram na
geracdo da memodria aversiva. No entanto, na analise da memoria de
habituacdo em camundongos cronicamente infectados observamos efeito
benéfico do tratamento com PTX (p < 0,05), Bz (p < 0,001) ou Bz+PTX (p <
0,05) no déficit menemonico, demonstrado na dimunui¢do do numero de linhas
cruzadas no dia do teste, quando comparados a animais infectados que
receberam salina (Figura 7.9.5B).

Nossos resultados mostraram também, que animais cronicamente
infectados pelo T. cruzi apés os tratamentos com PTX (p > 0,01), Bz (p >0,01)
ou Bz+PTX (p > 0,01) apresentaram aumento do tempo de exploracdo do
objeto novo, quando comparados com animais infectados tratados com salina,
indicando melhora do déficit mneménico. A razéo de discriminacao dos objetos
foi estabelecida pelo tempo gasto em explorar o objeto novo dividido pela soma

dos tempos gastos para explorar o objeto novo e o familiar (Figura 7.9.5C).
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Figura 7.9.5: Intervengdes terapéuticas melhoram déficit mnemanico no teste
de habituagdo em camundongos C57BL/6 na fase cronica da infecgédo (150
dpi). Animais foram infectados com 100 formas tripomastigotas da cepa
Colombiana do T. cruzi e submetidos ao teste campo aberto para avaliagcao
da memodria. (A) O gréfico indica que a infeccdo pelo T. cruzi e as terapias ndo
interferiram na formacdo da memoria aversiva, que é preservada em animais
cronicamente infectados. (B) Animais infectados e tratados com PTX, Bz ou
PTX+Bz mostraram diminuicdo do tempo de exploracdo do ambiente no dia
do teste. (C) Intervencdes terapéuticas tiveram efeito no tempo de exploracdo
do objeto novo (ON) em relacdo ao objeto familiar (OF). Os grupos foram
constituidos de 5-16 camundongos. Dado representativo de trés experimentos
independentes. **p < 0,01, *** p < 0,001, comparando NI com T. cruzi + salina
e T.cruzi + terapias; ™ p < 0,01, " p < 0,001, comparando T. cruzi + salina
com T. cruzi + terapias,  p < 0,05, *** p < 0,001 comparagao intragrupos.
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7.9.6 Estresse oxidativo presente em animais cronicamente infectados
pelo T. cruzi é reduzido pelas terapias propostas

Procurando trazer informacdes mecanisticas para os achados em
relacdo as alteracbes comportamentais e o efeito benéfico das terapias
propostas, avaliamos o efeito da infeccdo pelo T. cruzi sobre o parametro de
estresse oxidativo avaliado pela deteccdo de niveis de malondialdeido em
cortex e hipocampo de camundongos C57BL/6, usando a deteccdo por
TBARS. Os resultados demonstraram que houve aumento (p < 0,001) de
TBARS, revelado pela absorbancia, no cértex e hipocampo dos animais
cronicamente infectados quando comparados aos animais NI (Figura 7.9.6A e
B), indicando um aumento da peroxidacéo lipidica nessas estruturas cerebrais.

No cortex cerebral as intervencdes terapéuticas com PTX (p < 0,01), Bz
(p <0,05), Bz+PTX (p < 0,05) e Fx (p < 0,01) reduziram a detecgéo por TBARS
no cortex cerebral, quando comparado aos tecidos de animais cronicamente
infectados e injetados com salina (Figura 7.9.6A), sugestivo de reducédo do
dano oxidativo (Figura 7.9.6A).

Quando avaliada a peroxidacdo lipidica no hipocampo, nossos
resultados demonstraram que os tratamentos com PTX (p < 0,05), Bz+PTX (p <
0,01) e Fx (p < 0,01) resultaram na diminuicdo da deteccdo de TBARS, quando
comparados aos tecidos de animais cronicamente infectados e tratados com
salina (Figura 7.9.6B).

110



>
o
S

H#

o
N
[

Absorbancia
=
N
1

0.0-

NI Sal PTX Bz Bz+PTX FXx

150 dpi

oy
o
g

*%%

o
IS
1

H#

Absorbancia
o
N
1

0.0~
NI Sal PTX Bz Bz+PTX Fx

150 dpi

Figura 7.9.6: Intervencbes terapéuticas especificas reduzem estresse
oxidativo detectado por reacdo com TBARS em cortex e hipocampo de
camundongos C57BL/6 na fase crbnica da infeccdo (150 dpi). (A) O grafico
indica que as terapias reduziram o estresse xidativo no cortex cerebral,
quando comparado aos tecidos dos animais infectados que receberam
salina. (B) Reducgdo do estresse oxidativo na regido do hipocampo em
animais que receberam intervengfes terapéuticas. Os dados representam
média £ DP. Os grupos foram constituidos de 5-16 camundongos. Dado
representativo de trés experimentos independentes. *** p < 0,001,
comparando NI com T. cruzi + salina; * p < 0,05 * p < 0,01, comparando
T. cruzi + salina com T. cruzi + terapias.
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7.9.7 Intervencdes terapéuticas com PTX, Bz+PTX e Fx diminuem a
concentracdo dos neurotransmissores glutamato e GABA no cortex
cerebral dos camundongos C57BL/6 cronicamente infectados pelo
Trypanosoma cruzi

Nossos resultados mostram aumento na concentragdo dos
neurotransmissores glutamato (p < 0,01) e GABA (p < 0,001) no cértex dos
animais cronicamente (150 dpi) infectados pelo T. cruzi (Figura 9.7.7A). Apos
terapia com PTX (p < 0,01; p< 0,001), Bz+PTX (p < 0,05; p<0,01) e Fx (p <
0,01; p< 0,001) houve a reducdo na concentracdo de glutamato e GABA,
respectivamente, no cortex cerebral, quando comparado aos tecidos dos
animais infectados injetados com salina (Figura 9.7.7B-E). Por outro lado, a
terapia com Bz nao teve impacto nas concentracdes aumentadas dos
neurotransmissores glutamato e GABA em cértex de animais cronicamente

infectados pelo T. cruzi (Figura 9.7.7C).
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Figura 7.9.7 Intervencg@es terapéuticas reduzem concentragdes de glutamato
e GABA no cértex cerebral de camundongos C57BL/6 na fase cronica da
infecgdo (150 dpi). As concentragdes de neurotransmissores foram dosadas
por ressonancia nuclear magética. (A) Aumento da concentracao de
glutamato e GABA no cortex dos animais cronicamente infectados (150 dpi).
(B-E) Os gréficos mostram que as terapias com PTX, Bz+PTX e FX
reduziram a concentracdo dos neurotransmissores no cortex cerebral, quando
comparados aos tecidos de animais infectados que receberam salina. Os
dados representam média + DP. Os grupos foram constituidos de 5-16
camundongos. Dado representativo de dois experimentos independentes. ** p
< 0,01,” p < 0,001 comparando NI com T. cruzi + salina, * p < 0,05, # p <
0,01, ¥ p < 0,001 comparando T. cruzi + salina com T. cruzi + terapias.
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7.9.8 IntervencbOes terapéuticas diminuem a concentracdo do
neurotransmissor glutamato no hipocampo dos camundongos C57BL/6
na fase cronica da infecgdo pelo Trypanosoma cruzi

As concentracdes de glutamato e Gaba presentes no hipocampo dos
animais cronicamente infectados foram detectadas por ressonancia nuclear
magnética. Nossos resultados mostraram aumento nas concentracfes de
glutamato, mas de GABA, no hipocampo de animais cronicamente infectados
pelo T. cruzi, comparados a tecidos de animais NI pareados por idade e sexo
(Figura 7.9.8A). As intervencdes terapéuticas com PTX (p < 0,05), Bz (p <
0,05), Bz+PTX (p< 0,05) e Fx (p < 0,01) diminuiram as concentracdes
aumentadas de glutamato de animais infectados em comparacéo aos tecidos
de animais injetados com salina (Figuras 7.9.8 B-E). Todas as terapias néo
interferiram nas concentracbes de GABA no hipocampo de animais

cronicamente infectados (Figuras 7.9.8 B-E).
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Figura 7.9.8 Intervencg@es terapéuticas reduzem concentragdes de glutamato
no hipocampo de camundongos C57BL/6 cronicamente infectados (150 dpi).
As concentracdes de neurotransmissores foram dosadas por ressonancia
nuclear magética. (A) Aumento da concentracdo de glutamato no hipocampo
dos animais cronicamente infectados (150 dpi). (B —E) Os gréaficos mostram
que as terapias com PTX, Bz+PTX e FX reduziram a concentragdo do
glutamato no hipocampo, comparado aos tecidos de animais infectados
injetados com salina. Os dados representam média + DP. Os grupos foram
constituidos de 5-16 camundongos. Dado representativo de dois
experimentos independentes. * p < 0,05, comparando NI com T. cruzi + salina;
*p <0,05,p < 0,01 comparando T.cruzi + salina com T. cruzi + terapias.
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7.9.9 Intervencdes terapéuticas aumentam a expressao génica de BDNF
no cortex cerebral dos camundongos C57BL/6 cronicamente infectados
pelo Trypanosoma cruzi

A expressdo do fator neurotréfico BDNF foi detectada no coértex e
hipocampo dos animais cronicamente infectados pelo T. cruzi, em comparacao
aos tecidos de animais nao infectados, pareados por idade e sexo. Nossos
resultados mostraram reducéo (p < 0,05) da expressdo de BDNF no cortex de
animais cronicamente infectados (150 dpi), em comparacdo a tecidos de
animais NI. Aumento na expressao génica do BDNF foi detectada no cortex
cerebral dos animais infectados e tratados com PTX (p < 0,05), Bz (p < 0,05),
Bz+PTX (p< 0,05) e Fx (p < 0,05) (Figuras 7.9.9 A). Os dados da expressao de
BDNF em hipocampo de animais cronicamente infectados pelo T. cruzi foram

inclonclusivos, merecendo novas analises.
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Figura 7.9.9 Intervencdes terapéuticas aumentam a expressdo génica do
BDNF no cértex de camundongos C57BL/6 cronicamente infectados pelo
Trypanosoma cruzi (150 dpi). (A) Terapias com PTX (p < 0,05), Bz (p <
0,05), Bz+PTX (p< 0,05) e Fx (p < 0,05) aumentaram a expressao de
BDNF no cortex de animais cronicamente infectados. (B) Os dados de
expressao de BDNF em hipocampo de animais infectados e tratados com
as diferentes terapias foram inconclusivos. Os dados representam média *
DP. Os grupos foram constituidos de 3-7 camundongos. Dado
representativo de dois experimentos independentes. * p < 0,05,
comparando NI com T. cruzi + salina; * p < 0,05 comparando T. cruzi +
salina com T. cruzi + terapias.
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8. Discusséao

Neste trabalho, trazemos um conjunto de evidéncias que camundongos
cronicamente infectados pelo T. cruzi reproduzem algumas das alteracoes
comportamentais descritas em portadores crénicos da DC. Para melhor
entender e explorar os mecanismos que levam as diferentes manifestacfes de
alteracdes comportamentais na DC utilizamos animais C57BL/6 infectados pela
cepa Colombiana do T. cruzi, classificada como T. cruzi | (Zingales et al.2009),
gue permite a sobrevivéncia e o desenvolvimento da fase crbnica da infecgéo.
Reproduzimos em modelo de infec¢cdo experimental de camundongos C57BL/6
aspectos importantes da DC, sejam alteracbes comportamentais, como a
depressao (Vilar-Pereira et al. 2012), sejam da forma cardiaca crénica com
alteracdes elétricas e estresse oxidativo (Medeiros et al. 2009, Silverio et al.
2012, Silva et al. 2015). De forma importante, foi estabelecido uma relacdo
causal/efeito entre a presenca de estresse oxidativo e alteracfes de expresséo
de BDNF em tecido cerebral de camundongose comportamentais de fase
cronica da infeccdo pelo T. cruzi. Também, mostramos que o parasito, contribui
direta ou indiretamente, para o0 desenvolvimento de alteracbes
comportamentais em camundongos cronicamente infectados pelo T. cruzi.
Assim, usamos um modelo que reproduziu alteracbes comportamentais
(depresséo, ansiedade e distarbios de memodria) da DC, de modo a contribuir
para a compreensao da patogenia da DC e propomos regimes terapéuticos
baseados no controle de parasitos e no reposicionamento da resposta imune
ou a combinacdo de ambas as estratégias, visando melhorar o prognostico dos
portadores da DC.

Mostramos achados caracteristicos da infeccdo experimental como
parasitemia, que alcancou pico em 42- 45 dpi (fase aguda) e controle apds 90
dpi (fase crbnica), quando raros parasitos sdo encontrados no sangue
circulante (Silverio et al. 2012). A sobrevida dos animais foi superior a 70%
(Silverio et al. 2012; Vilar-Pereira et al. 2015). Aspectos clinicos também foram
avaliados, como variacdo no peso e temperatura dos animais. Grave perda de
peso corporal (cerca de 20-30%) foi observada em camundongos da linhagem
C3H/He na fase aguda (12-30 dpi) da infeccdo com a cepa Tipo VI RA (Cazorla
et al. 2015) e na infeccdo aguda (21-30 dpi) de camundongos BALB/c pela

120



cepa Tipo Il Y (Silva et al. 2012). Nao detectamos variacdo de peso corporal
dos animais C57BL/6 durante o periodo de acompanhamento da infec¢ao pela
cepa Tipo | Colombiana. Estes diferentes achados quanto a perda de peso
corporal observados nos estudos podem ser ocasionados pelo uso de
diferentes linhagens de camundongos e cepas do T. cruzi, refletindo as
diferentes relacdes entre parasito e hospedeiro. Camundongos C57BL/6
infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi apresentaram manifestacao
moderada da forma cardiaca e menores concentracdes de TNF circulante
guando comparados a animais C3H/He infectados com a mesma cepa (Pereira
et al. 2014a). Além disso, camundongos das linhagens C3H/He e C57BL/6,
suscetivel e resistente, respectivamente, ao desenvolvimento da
meningoencefalite aguda, quando infectados pelo T.cruzi, apresentam
alteracdes comportamentais independente da linhagem de camundongos,
reforcando que caracteristicas do hospedeiro sdo determinantes para as
manifestagdes clinicas da DC experimental (Roffé et al. 2003).

Diminuicdo de temperatura foi observada na infecgdo de camundongos
BALB/c infectados com a cepa Y na fase aguda e associada a perda de peso,
caquexia e alteracdes comportamentais precedendo a morte (Silva et al. 2012).
No presente estudo, ndo foi observada, em diferentes momentos na cinética da
infeccdo, variacdo na temperatura retal, ndo caracterizando a presenca de
comportamento associado a doenca (sickness behavior) que se caracteriza por
sinais que incluem entre outros anedonia e diminuicdo do apetite e, assim,
corroboramos dados anteriores (Vilar-Pereira et al. 2015). Estas caracteristicas
podem contribuir para que, de modo relevante, em nosso estudo a maioria dos
animais infectados sobreviva a infeccdo aguda e desenvolva a forma crbnica
da DC.

Na fase crénica (150 dpi), quando a parasitemia j& estava controlada, todos
0S animais apresentavam alteracdes elétricas como ART, BAV2, bradicardia e
prolongamento dos intervalos PR e QTc. Estudo anterior utilizando o mesmo
modelo mostrou uma relacdo direta entre a parasitemia e 0 parasitismo
cardiaco (Silverio et al. 2012), sugerindo que as alteracdes elétricas ndo estao
diretamente relacionadas a carga parasitaria no tecido cardiaco. Como revisto
anteriormente, a carga parasitaria aumentada na fase aguda € controlada a
medida que a resposta imune se estabelece e ndo estd, proporcionalmente,

relacionada a evolucdo clinica da DC (Junqueira et al. 2010). Melo e
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colaboradores (2015) mostraram que a carga parasitaria, revelada por
deteccdo de DNA do T. cruzi em soro, foi semelhante nas formas clinicas
indeterminada, digestiva e cardiaca da DC. Também, o estudo BENEFIT, no
qual portadores cronicos da forma cardiaca da DC foram tratados com
Benznidazol, mostrou que a reducdo na carga parasitaria ndo impactou de
forma significativa na deterioragéo clinica dos pacientes (Morillo et al. 2015).

Em relagdo as alteracbes comportamentais, nos animais cronicamente
infectados pelo T. cruzi, a comportamento semelhante a depressédo ocorre em
paralelo as alteracdes cardiacas como bradicardias, ART e BAV2 (Silverio et al.
2012), caracteristicas da DC (Rassi Jr et al. 2010). A associacdo entre
depressdo e doencas cardiovasculares esta bem documentada. Tanto a
depressao € um fator de risco para a doenca cardiovascular quanto este o é
para a depressdo. Contudo, o mecanismo biolégico que resulta nesta
associacdo permanece desconhecido (Mosovich et al. 2008). No caso da DC
cronica, ndo esta claro se as alteragbes comportamentais resultam da
presenca do parasito no SNC, levando a lesdes locais ou sdo consequéncias
secundarias de alteracbes cardiacas, como aneurismas e processos
tromboembdlicos (Mosovich et al. 2008; Silva et al. 2010) ou ainda se
envolvem outro processo fisiopatogénico, como, por exemplo, 0S processos
inflamatérios crénicos. Em conjunto, os dados apresentados suportam que o
modelo que adotamos reproduz aspectos importantes da DC, como a cinética
de parasitemia, apresentando manifestacdes clinicas moderadas da forma
cardiaca e taxa de sobrevivéncia, permitindo o uso deste modelo para explorar
a hipétese do presente trabalho.

As alteragdes do SNC na DC se iniciam na fase aguda, clinicamente
manifestada como meningoencefalite aguda, que surge geralmente, por volta
da segunda e terceira semanas de evolucdo da doenca concorrendo para o
aumento da mortalidade nesta fase (Prata 2001, Rassi et al. 2010). No entanto,
devido a falta de uma base anatbémica, ndo ha consenso sobre a existéncia de
uma forma nervosa na fase cronica da DC (Pittella 2009). O conhecimento de
ser um portador de DC pode provocar disturbios psicolégicos, em particular
porque nao existe cura para esta doenca (Mota et al. 2006). Como resultado de
ser portador da doenca associado as dificuldades sociais, econdmicas, laborais
e psicoldgicas que estdo relacionadas, os portadores da DC ndo conseguem

enfrentar estas condi¢gbes, podendo desenvolver sintomas depressivos. Assim,
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portadores da DC podem ter comprometida sua qualidade de vida (Hueb &
Loureiro de 2005, Osaki et al. 2011). Ha& uma lacuna no conhecimento sobre a
associacdo de DC cronica e a comorbidade com depressao, ansiedade, déficit
mnemaoOnicos e seu impacto sobre o prognostico clinico da doencga. Assim,
modelos experimentais que reproduzem aspectos das mudancas
comportamentais de DC pode contribuir para identificar os fatores
fisiopatolégicos que levam a ansiedade, ao comportamento depressivo e ao
distarbios de memdéria em portadores da DC.

No presente estudo, foi utilizado o TST e FST para avaliar o
comportamento depressivo. Nossos resultados mostraram um tempo de
imobilidade maior, sugestivo de perfil depressivo, nos animais C57BL/6
infectados na fase cronica quando comparados ao grupo de animais NI, sendo
este resultado observado tanto no TST quanto no FST. No estudo experimental
de depressdo os modelos experimentais de animais sdo desenvolvidos
baseados nas consequéncias comportamentais do estresse, uso de drogas,
lesdo ou manipulagbes genéticas (Cryan et al. 2005, Ma et al. 2011).
Considerar que um animal esta deprimido néo é tarefa facil. Entretanto, existe a
hipétese de que algumas espécies de animais podem exibir alteracfes do
comportamento do tipo depressivo (depressive-like behavior). Varios testes tém
sido validados para o estudo do comportamento depressivo, utilizando
roedores (Nestler & Hyman, 2010). Dentre estes testes, a TST e o FST sao
amplamente utilizados, sendo adotados critérios para validacdo quanto a
previsibilidade, semelhanca e homologia ao comportamento humano (Porsolt et
al.1977; Steru et al. 1985). Assim, nossos resultados suportam a existéncia de
um componente nado psicolégico neste modelo experimental da DC,
corroborando nossas descobertas anteriores (Villar-Pereira et al. 2012),
sugerindo que a infeccdo cronica pelo T. cruzi levaria a um perfil depressivo.
Dessa forma, este modelo foi mostrado ser apropriado para testar a
coexisténcia de outras alteracbes comportamentais como ansiedade,
comportamento compulsivo inato, distirbios locomotores e memoria infec¢ao
chagésica crbnica.

A ansiedade é considerada um disturbio psiquiatrico caracterizado pelo
medo desproporcional em situacbes que representam estresse, perigo,
ameacas reais ou desafios diarios (Moutier & Stein, 1999, Graeff, 2005, Martin

et al. 2010). Ainda que nao seja possivel assegurar que animais compartilhem
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das mesmas sensacdes subjetivas de ansiedade que os seres humanos,
parece existir uma correspondéncia muito grande entre as espécies em relacéo
aos mecanismos neurais e fungbes comportamentais subjacentes a essa
emocao, desde a percepcédo de situacoes sinalizadoras de um perigo em
potencial até a organizacdo das reacfes de defesa. Existem varios testes
descritos na literatura para avaliar comportamentos relacionados a ansiedade
em modelos experimentais (Lister, 1990; Litvin et al. 2008), que foram
validados com base na semelhanca relativa das respostas comportamentais,
fisioloégicas e farmacoldgicas frente a situacdes ameacadoras em roedores e
seres humanos (Lister, 1990; Blanchard et al. 2008). No presente estudo,
utilizamos o LCE e o teste do campo aberto que figuram entre os modelos
animais de ansiedade mais utilizados para o estudo experimental da ansiedade
(Lister 1990, Hall 1941). O LCE é um modelo baseado em respostas
incondicionadas a ambientes potencialmente perigosos, e 0s animais tendem a
evitar locais desprotegidos e elevados (Graeff & Guimardes, 2000),
representados no teste pelos bragos abertos. Os nossos dados confirmam que
camundongos C57BL/6 cronicamente infectados apresentam um perfil
ansiogénico com reducdo do numero de entradas nos bracos abertos, assim
como na laténcia nos mesmos. Avaliamos, também, o comportamento inato
compulsivo usando o teste de esconder esferas, que foi originalmente proposto
como um modelo pré-clinico para teste de drogas para ansiedade (Borsini et al.
2002, Li et al. 2006). Em nosso estudo, apds ser exposto a esferas de vidro,
que representam um objeto estranho no ambiente familiar, cuja presenca
significa uma ameaca, os animais NI exibiram intensa atividade para esconder
as esferas. Por outro lado, camundongos cronicamente infectados né&o
mostraram esse tipo de comportamento. Estes dados suportam que
camundongos infectados pelo T. cruzi ndo apresentam o comportamento inato
compulsivo e apresentam um perfil de ansiedade. A ansiedade é considerada
uma condi¢do debilitante que reduz significativamente a qualidade de vida do
individuo afetado, seja em suas relacdes pessoais, sociais ou profissionais
(Mulumo et al. 2012).

No teste do campo aberto, a tendéncia natural do animal em um
ambiente novo € a de explora-lo, apesar do estresse e do conflito provocado
por novas situacbes e ambientes (Montegomery, 1958). Desta forma, a

locomocéo nas linhas totais e centrais dos animais, observados no campo
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aberto, sdo os parametros comportamentais mais usados para descrever
influéncias de eventos que ocorrem na vida que nos levam a confrontar com
ambientes e situacbes novas (Montegomery, 1958; Arakawa & lkeda, 1991,
Rex et al. 1996). A investigacdo de atividades de locomog¢ao mostrou que
camundongos C57BL/6 cronicamente infectados apresentam uma diminuicédo
nas atividades locomotora / exploratéria, quando comparados com 0s animais
NI. Uchbda e colaboradores (2002) afirmam que na DC o conhecimento do
diagnostico de soropositividade desencadeia muita apreensdo em fungdo de
uma concepcédo de doenca associada a limitagdes progressivas, a inexisténcia
de tratamento eficaz e a idéia de que a morte pode ocorrer a qualquer
momento. Além disto, segundo estes autores, o fato da DC comprometer
orgdos como coracdo e de repercutir negativamente sobre a vida profissional
dos individuos infectados é considerado como o principal agravante da DC.
Pacientes com DC apresentam elevados niveis de sintomas psicoldgicos e de
estresse (Mota et al. 2006, Osaky et al. 2011). Observamos, portanto, na fase
cronica da infeccdo pelo T. cruzi, que os animais apesar do baixo parasitismo e
auséncia de infiltrados inflamatorios no SNC (Silva et al. 1999, Roffe et al.
2003, Silva et al. 2015), exibiram uma notavel alteracdo em aspectos de seu
comportamento, consistente com sinais de depresséo e ansiedade, sugerindo
gue 0s mecanismos que levam a este quadro podem estar relacionados direta
ou indiretamente com a persisténcia do parasito no SNC.

Considerando que comportamentos caracteristicos de doenca podem
contribuir para alteragbes comportamentais, avaliamos o comportamento
associado a doenca (sickness behavior), verificando apatia, perda de peso
corporal (que revela perda de apetite) e temperatura (indicativo de febre), em
150 dpi. Apatia e prostracdo e febre ndo foram detectadas em camundongos
C57BL/6 cronicamente infectados. Assim, estes dados descartaram a presenca
de sickness behavior e reforcaram a existéncia de depresséo e ansiedade no
modelo de infeccéo crénica de camundongos C57BL/6 com a cepa Colombiana
do T. cruzi. Dissociada possivel interferéncia relacionada a sickness behavior,
o0 modelo experimental que adotamos reflete aspectos importantes de modo a
formar pontes entre os modelos animais de distirbios neurologicos e
neuropsiquiatricos e os disturbios neuroldgicos observados em seres humanos
por Carlos Chagas desde a descoberta da doencga. Portanto, este modelo de

DC experimental crénico pode oferecer uma oportunidade para desvendar
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mecanismos celulares e moleculares que levam a alteracbes comportamentais
gue contribuem para diminuir a qualidade de vida dos portadores da DC. Além
de enfrentar uma perturbacdo no bem-estar psicologico, individuos com
ansiedade e depressdo também estdo em risco de condi¢des adicionais como
doencas cardiacas e obesidade (Sheps & Sheffield 2001, Rumsfeld & Ho
2005). Assim, de forma mais ampla, o nosso modelo de comorbidade entre
depressao e ansiedade, na presenca de cardiomiopatia grave (Silverio et al.
2012, Pereira et al. 2014, Pereira et al. 2015), pode oferecer uma oportunidade
para explorar aspectos mecanisticos e ferramentas terapéuticas que possam,
também, ser aplicaveis a disturbios comportamentais ndo-infecciosos.

S&o poucos os estudos na literatura sobre alteracdes cognitivas e
psicossociais associados a DC. Predominam os estudos com métodos
socioantropologicos, que abordam representacdes, crencas, valores e
comportamentos relacionados a doenca, tendo por principal recurso as
entrevistas e a observacao do participante, buscando por meio da analise de
conteldo a compreensdo das histérias e do estilo de vida dos portadores da
DC (Araujo et al. 2000; Uchba et al. 2002). Em relacdo aos estudos sobre
alteracdes cognitivas, Hueb & Loureiro (2005) publicaram uma revisdo sobre o
assunto. Destacaram cinco principais artigos incluidos nesta categoria que
pesquisaram, predominantemente, a inteligéncia em seus aspectos gerais e
especificos, tais como a percepcdo, a memobria, a atencdo e a
psicomotricidade, trabalhando com a hipotese de que a DC afeta o
funcionamento cognitivo dos portadores. Dos cinco artigos analisados, quatro
estudos do tipo caso-controle apontaram prejuizos cognitivos associados a DC
(Jorg et al. 1972; Pereyra, 1992; Mangone et al. 1994a) e identificaram tanto o
comprometimento da inteligéncia geral quanto o da inteligéncia especifica. No
gue diz respeito aos processos mnemaonicos, dois artigos (Jorg et al. 1972;
Mangone et al. 1994a) relataram também déficit de atencdo. No presente
trabalho, utilizamos para avaliagdo da memaria na infeccdo experimental pelo
T.cruzi os testes de esquiva passiva, memoria de habituacdo e teste de
reconhecimentos de objetos. A tarefa de esquiva passiva apresenta carater
aversivo e envolve aprendizado associativo, uma vez que o animal aprende a
inibir um comportamento para evitar receber um estimulo aversivo (leve choque
elétrico nas patas). Nossos resultados mostraram que camundongos da

linhagem C57BL/6 cronicamente infectados pelo T. cruzi ndo apresentaram
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déficit mnemonico, com relacdo a formacdo da memdéria aversiva. De fato,
estudos sugerem que a persisténcia do traco mnemonico sera mais forte se
estiver associado a um componente emocional. Experiéncias de ocasides
desagradaveis, como um acidente de carro, um assalto, ou aprender sobre a
morte de um ente querido, sdo mais lembrados do que experiéncias de um dia
de rotina (McGaugh, 2013).

Por outro lado, a tarefa de reconhecimento de objeto é um teste
comportamental utilizado para acessar memoria declarativa em roedores, que
se baseia na tendéncia natural do animal em explorar mais o objeto novo em
detrimento ao familiar, num contexto conhecido. O teste se baseia numa tarefa
de carater ndo aversivo que envolve aprendizado ndo associativo (Izquierdo,
2002). A analise dos nossos resultados sugere que 0s animais cronicamente
infectados nao tiveram um desempenho adequado da memoria, isso se refletiu
no tempo de reconhecimento do objeto novo em relacdo ao familar que foi
semelhante no dia do teste. O déficit em distinguir as diferencas entre o objeto
novo e o familiar indica que a infeccdo pelo T. cruzi prejudicou a capacidade de
memorizacao e exploracdo de objetos, nos animais cronicamente infectados.
Ainda, quando testados para memodria de habituagdo no campo aberto,
verificamos que a infeccdo pelo T.cruzi também interferiu na tarefa de
habituacdo ao ambiente nos animais cronicamente infectados, o que ficou
representado pela semelhanca da atividade exploratéria destes animais nos
dois dias de testes. Tem sido proposto que os testes de reconhecimento de
objeto e de habituacdo apresentam analogias com testes de memaria que séo
utilizados em seres humanos para caracterizar sindromes amnésicas, pois
fornecem um indice acurado do grau de gravidade geral de prejuizos de
memoria declarativa (Reed & Squire, 1997; Dix & Aggleton, 1999). A analise da
exploracdo dos lugares e objetos novos observada na fase crénica da infeccdo
na linhagem C57BL/6 nos testes de memdria sugere que a infeccao pelo
T. cruzi pode afetar o desempenho da memodria. Como esses testes requerem
a participagéo do hipocampo (Rossato et al. 2007), podemos sugerir que essa
area pode estar comprometida pela infeccdo, além do possivel
comprometimento de fatores neurotréficos que medeiam varias funcoes
celulares que estdo envolvidas na regulacdo da neuroplasticidade, tornando o
cérebro capaz de se adaptar e responder perante varios estimulos (Maniji et al.
2003, Schmidt et al. 2008) .

127



De fato, Silva e colaboradores (1999a) mostraram que o hipocampo é
acometido pelo T. cruzi e por células inflamatdrias. Em outra neuroinfeccéo, a
toxoplasmose, Zhu (2009) e Fekadu et al (2010) propuseram a hipétese de que
0 parasito intracelular Toxoplasma gondii, que se localiza preferencialmente em
sitios do SNC, pode levar a psicoses em alguns pacientes. Segundo o0s
autores, o SNC é o tecido mais comumente afetado pelo estado latente da
toxoplasmose, podendo exercer, em certo grau, alteragdes no desenvolvimento
cognitivo e emocional. Os resultados destes estudos mostraram alteragdes no
desempenho psicomotor; capacidade de aprendizado e memaria diminuida. Os
autores sugerem que alguns sintomas psiquiatricos podem ser causados pela
infeccdo parasitaria. Como na toxoplasmose, nossos resultados também
sugerem que a persisténcia do parasito T. cruzi, possa levar a consequéncias
cognitivas, independente da inflamacdo, ja que a linhagem C57BL/6 é
considerada resistente ao desenvolvimento da meningoencefalite (Roffé et al.
2003). Prost e colaboradores (2000) demostraram um aumento da laténcia de
deteccdo de potenciais evocados P300 e alteracdes eletroencefalograficas em
20% de pacientes portadores da DC e observaram que os achados
neuroldgicos ndo se correlacionaram com as alteracdes cardiacas observadas.
Arankowaky-Sandoval e colaboradores (2001) demonstraram disfuncdo do
sono e perda de memoria em ratos infectados pelo T. cruzi, embora estas
condicdes possam ser causadas por lesdes do SNC, os autores ndo excluiram
a influéncia das alteracdes cardiacas no processo. Achados neurologicos da
fase cronica foram relatados inicialmente por Carlos Chagas e eles incluiam
alteracbes no desempenho cognitivo (Chagas, 1911). Wackermann e
colaboradores (2008) relataram uma discreta e inespecifica perturbacdo
funcional cortical e possiveis lesdes na substancia branca de portadores
cronicos da DC.

Doencas cronicas como a DC podem causar ou precipitar transtornos
mentais em decorréncia de efeitos no SNC. Os transtornos depressivos podem
resultar da disfuncdo de varios neurotransmissores ou sistemas metabolicos
(Duman et al. 1997, Nestler, 2002, Sibille & Lewis, 2006, Gardner & Boles,
2011). Os trabalhos sobre depressdo enfocam modificacbes na concentracao
de neurotransmissores ou dos niveis de expressdo de seus receptores na
membrana celular. Os resultados destes estudos sdo diversos com a

observacéo de que a acéo terapéutica de antidepressivos requer administragéo
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cronica, embora a inibicdo da recaptacdo de serotonina ocorra imediatamente
(Duman, 2001; Sibille & Lewis, 2006, Ruhé et al. 2007). No presente estudo
testamos o efeito da Fx, inibidor da recaptacdo da serotonina, que tem sido
amplamente reconhecido como um medicamento para a depressao (Wong et
al. 2005), na fase crénica da DC para investigar a acdo da FX na infeccao pelo
T. cruzi, em especial sobre as alteragbes comportamentais. Para avaliar se
durante a fase cronica da infeccéo pelo T. cruzi, o tratamento com Fx afeta a
funcdo elétrica cardiaca, todos os animais foram submetidos a avaliagdo
eletrocardiografica apdés o tratamento. Sintomas depressivos e doencas
cardiovasculares tém sido considerados comorbidades, com risco significativo
de mortalidade (Mavrides & Nemeroff, 2015), trazendo implicagbes negativas
para a qualidade de vida dos pacientes (Penninx et al. 2013). Alguns estudos
relatam que embora os inibidores da recaptacédo da serotonina sejam altamente
eficazes na melhoria do humor em pacientes deprimidos, esta classe de drogas
pode estar associada com a promocao de uma série de efeitos bioldgicos
negativos relacionados com aumento do risco cardiaco como ART, fibrilagédo e
prolongamento do intervalo QT (Beach et al. 2014). Outros estudos, porém,
relatam que a Fx é eficiente tanto para sintomas depressivos quanto para
melhora do progndéstico de doencas cardiovasculares (Mavrides & Nemeroff,
2015, Nezafati et al. 2015). Nossos resultados mostraram que a terapia com
Fx resultou em melhora da funcéo elétrica cardiaca, caracterizada por reducéo
de ART e BAV2. O prolongamento do intervalo QTc, uma medida do atraso da
repolarizacdo ventricular e um marcador de risco no desenvolvimento de
arritmia cardiaca, também teve seu intervalo reduzido nos animais
cronicamente infectados e tratados com Fx. Embora a eficacia da Fx tenha
sido demonstrada em alguns estudos, mas nao todos, nossos resultados
sustentam que a terapia com Fx na infec¢cdo crbnica pelo T. cruzi pode ser
benéfico nas alteracbes eletrocardiograficas. Nossos resultados também
confirmam a existéncia do perfil depressivo durante a infeccdo experimental
pelo T.cruzi, pois a administracio de Fx resultou na reversdo do
comportamento depressivo nos camundongos cronicamente infectados pelo
T. cruzi, quando analisado no TST e FST. Constituem evidéncias de alteracdo
neuroquimica no SNC compativel com depressao (i) aumento da expressao de

MRNA codificante da enzima IDO, que degrada triptofano resultando na
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diminuicdo da sintese de serotonina no SNC e (ii) reversdo do comportamento
depressivo pelo antidepressivo fluoxetina (Vilar-Pereira et al. 2012).

A relagcdo entre depressao e ansiedade € tema de diversos estudos e
propostas de comorbidades. Sintomas de ansiedade s&o comuns durante
episodios depressivos e, em geral, sdo relacionados a pior prognéstico (Fava et
al. 2000, Lapmanee et al. 2013, Adams et al. 2016). A presenca de sintomas da
DC é um fator de risco para o desenvolvimento de sentimentos de
desesperanca, dificuldades emocionais e baixa capacidade de resiliéncia (Mota
et al. 2006, Guimardes et al. 2014). De forma geral, existe consenso na
literatura que as drogas mais indicadas para o tratamento dos transtornos de
ansiedade sao os antidepressivos. Os inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina tém sido considerados como primeira Opgao para a maior parte
destes casos, pela sua maior tolerabilidade, por ser bastante Util para
tratamento de manutencdo e prevencdo de recaidas, com boa relacéo
eficacia/tolerabilidade e maior facilidade posoldgica (Hoffman & Mathew, 2008,
Ravindran & Stein, 2010). Nossos resultados mostraram que 0s animais
cronicamente infectdos que receberam Fx, comparado aos animais que foram
tratados com salina apresentaram efeitos ansioliticos no LCE. A literatura é
contraditoria quanto aos efeitos dos inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina em modelos pré-clinicos de ansiedade. Assim, enquanto alguns
estudos relatam a producdo de efeitos ansiogénicos no LCE apés a
administracdo aguda e cronica dos inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (Handley & MacBlane, 1993, Petkov et al. 1995; Silva & Brandéao
2000), outros relatam efeitos ansioliticos dos tratamentos cronicos (Huot et al.
2001), ou auséncia de efeitos tanto em tratamentos agudos e cronicos com
estes agentes (Griebel et al. 1997;). Nossos dados mostraram que o tratamento
com inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina teve efeito benéfico no
comportamento de ansiedade, mas os resultados foram mais consistentes em
relacdo aos testes de depressdo e no teste de comportamento compulsivo
inato. Nestes, os tratamentos com Fx reverteram nao sé o perfil depressivo
como retornou 0 comportamento inato nos animais de enterrar materiais
aversivos presentes em seu ambiente semelhante aos animais NI.

Pacientes com transtornos psiquiatricos, nao raramente apresentam
prejuizos cognitivos, alteragbes nas funcdes de memoria e aprendizado

(Ravnkilde, 2002, Pardo, 2006). Alteracbes no funcionamento cognitivo de
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pacientes deprimidos s&do corroboradas por estudos de neuroimagem que
indicam alteracbes no funcionamento cerebral (Eugene et al. 2003; Rogers et
al. 2004). Esses prejuizos cognitivos seriam revertidos atrvés do tratamento
com antidepressivos (Castaneda et al. 2007) e evidéncias sugerem que essa
melhora esta associada a modificacoes no sistema monoaminérgico (Lee et al.
2010). No presente estudo, a memoria aversiva, ha qual o animal aprende a
inibir uma resposta para ndo receber um estimulo de aversdo (choque) foi
preservado nos animais infectados que receberam o tratamento com Fx ou
salina sugerindo que a infec¢do pelo T. cruzi ndo interfere na memoria aversiva
dos animais infectados. As tarefas de condicionamento de medo ao estimulo e
contexto dependem de diferentes estruturas cerebrais. Sabe-se que a amigdala
€ uma regido importante e necessdria para as rea¢ées de medo, tanto inatas,
como aprendidas e os tipos de condicionamento classico de medo dependem
da integridade dessa regido (LeDoux et al. 2004). Ja o hipocampo é necessario
para o condicionamento ao contexto, possivelmente devido a sua funcéo sobre
0 processamento de informacdes espaciais e formacdo de mapas cognitivos.
Alteracbes no hipocampo, portanto, afetam respostas condicionadas ao
contexto, sem interferir com as respostas condicionadas aos estimulos
aversivos. Nossos resultados demostraram que, a infec¢cdo crénica pelo
T. cruzi, ndo desfavorece a manutencdo do circuito do condicionamento ao
medo. Além disso, o tratamento com Fx, nos animais cronicamente infectados,
foi capaz de promover melhora no processamento de estimulos de orientacéo
visuo-espaciais das memoérias de habituacdo e de reconhecimento de objetos.

Miller (1975) ja havia evidenciado a associa¢éo de formas moderadas de
depressdo e comprometimentos em varias tarefas cognitivas, motoras,
perceptivas e de comunicacdo. Esse autor localizou déficits cognitivos na
inteligéncia global, na capacidade visoespacial, na meméria e na
aprendizagem, na capacidade de raciocinio abstrato, na linguagem e na
velocidade de processamento. Sua concluséo foi a de que em todos os tipos de
depressdo existe algum nivel de prejuizo cognitivo. A literatura demonstra
principalmente alteracbes no processamento e organizagdo do conteudo
perceptual, na memadria operacional, na capacidade de atencédo, nas funcdes
executivas, e na velocidade de processamento cognitivo (Rogers et al. 2004;
Steele & Lawrie, 2004). Na DC, Hueb & Loureiro (2005), em artigo de revisao a

cerca dos aspectos cognitivos e psicossociais associados a DC, identificaram
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estudos com portadores dessa enfermidade, sem especificar a forma manifesta
da mesma, relatando prejuizos quanto a memoria visual e performance
cognitiva reduzida. Jorg e colaboradores (1994) destacam o comprometimento
de aspectos psicolégicos do paciente ao tomar conhecimento da infeccao
chagéasica. Nessa situacdo, ocorre o desenvolvimento de uma sintomatologia
reativa, que vai desde uma depressdo leve a sindrome de alexitimia
(dificuldade para expressar e descrever sentimentos), que pode ser
desencadeada pelo temor oculto da evolugcdo maligna e pela impossibilidade
de deter a doenca. Os autores destacam a associacdo de manifestacdes
psiquicas e mentais a DC, independentemente da forma apresentada,
considerando que os aspectos psicolégicos influenciam na evolucao da doenca
e na vida de seus portadores. Nossos resultados corroboram resultados de
pesquisas que relataram a favorecimento da depressédo e da memaria pelo uso
da Fx (Jaykaran et al. 2009, Yun et al. 2015, Yu et al. 2016). De fato,
observamos melhora cognitiva em ambas as modalidades de testes de
evocacdo de memdria no tratamento dos animais cronicamente infectados.
Nesse sentido, o tratamento com Fx mostrou-se eficiente podendo ser este um
caminho terapéutico sugestivo para melhora da qualidade de vida dos
portadores da DC.

Procurando trazer contribuicdo para o entendimento dos mecanismos
que levam as alteracbes comportamentais, nés desafiamos a ideia de que a
persisténcia do T.cruzi e o desiquilibrio imune contribuem para estas
alteracdes comportamentais na DC. Assim, propusemos regimes terapéuticos
baseados no controle do parasito e no reposicionamento da resposta imune ou
a combinacdo de ambas as estratégias. A dose sub-6tima de Bz reduziu a
carga parasitaria e PTX néo interferiu na eficacia de Bz tanto no parasitismo no
tecido cardiaco como no SNC. Embora tenha ocorrido efeito benéfico nas
anormalidades eléctricas cardicas com o0s trés regimes terapéuticos na
infeccdo, os efeitos da terapia de combinada Bz+PTX foram mais
proeminentes. Ha um consenso em estudos que a persisténcia do T. cruzi e a
desregulacéo imunolégica impulsionada pela infec¢éo, contribuem para a CCC
(Silva et al. 2003, Pereira et al. 2015). Atualmente, medicamentos utilizados
para tratar a infeccdo pelo T. cruzi tém eficacia limitada e toxicidade
registrados; portanto, existe uma necessidade de novos farmacos com maior

eficacia e menos efeitos colaterais para lidar com a carga parasitaria, reduzir

132


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaykaran%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21938087

anormalidades imunoldgicas e melhorar os sinais clinicos (Lannes-Vieira et al.
2010, Guedes et al. 2011). Uma possivel estratégia € a terapia combinada,
como utilizada com sucesso para outras infecgfes tais como tuberculose, virus
da imunodeficiéncia humana e malaria (Nahid et al. 2006, Simon et al. 20086,
Ngasala et al. 2011).

Terapia com Bz (100 mg/Kg / dia), num modelo em ratos, com inicio na
fase aguda da infecgdo, preveniu alteracdes elétricas na fase cronica sem a
eliminacdo completa do T. cruzi (Garcia et al. 2005). Em pacientes com
cardiomiopatia isquémica nao infecciosa, PTX mostrou efeito cardioprotetor em
associacdo com reducdo na concentracdo plasmatica de TNF, quando
comparada a administracdo de placebo (Sliwa et al. 2004). Além disso, PTX foi
benéfica para alteracbes elétricas e de células T em camundongos
cronicamente infectados, que apresentaram sinais de CCC e resposta imune
desequilibrada, independentemente da baixa persisténcia do parasitismo no
coracao (Pereira et al. 2015). Portanto, com o objetivo de reabilitar a resposta
imune, controlar a carga parasitaria e estando ciente da necessidade de
minimizar os efeitos adversos da terapia com Bz (Guedes et al. 2011),
combinamos PTX com uma dose sub-6tima (25 mg/Kg/dia) do medicamento
tripanossomicida. Os nossos dados confirmam que a terapia com uma dose
sub-6tima de Bz (25 mg/Kg /dia) reduziu ainda mais a carga parasitaria nos
animais cronicamente infectados com a cepa Colombiana. Além disso, nossos
dados confirmaram que a terapia com PTX ndo alterou a parasitemia e o
parasitismo no coracdo, contudo reduziu o parasitismo no SNC, nas areas de
cortex cerebral e hipocampo. Dados recentes do nosso laboratério
demonstraram que PTX reduz carga parasitaria em astrécitos, em estudos in
vitro, sugerindo que seja via reducdo da expressdo de TNFR1 e reducao da
acado de TNF, citocina que favorece a infeccéo e a proliferagdo do T.cruzi em
astrécitos (Rodrigues-Silva et al. manuscrito em preparacao).

Além disso, nossos dados demonstram que a administragdo combinada
de PTX com dose sub-6tima de Bz n&o interferiu com a eficacia
tripanossomicida de Bz. Embora as cargas de parasitos no sangue periférico,
no coracao e no tecido cerebral tenham sido reduzidas pelas terapias, néo
houve nenhuma cura parasitologica. Pode-se argumentar que foi devido a
resisténcia da cepa Colombiana ao Bz; entretanto, nossos resultados

corroboram dados previamente relatados que mostram que doses de Bz, 6tima

133



(100mg/Kg/dia) e sub-6tima (25 mg/Kg/dia), foram eficientes para reduzir a
carga parasitaria e promover a sobrevivéncia em camundongos
imunocompetentes infectados com a cepa Colombianaem animais
imunocompetentes (Garcia et al. 2005). No entanto, a eliminacdo do parasito
nao € um pré-requisito para melhor prognéstico na DC. Um estudo recente
revelou ndo haver diferencas na carga parasitaria de pacientes com a forma
indeterminada em compara¢bes com pacientes com a forma cardiaca,
digestiva ou cardiodigestiva da DC (Melo et al. 2015). Além disso, estudos tém
demonstrado que pacientes com DC crbnica, submetidos a terapia com Bz,
embora ndo curados, tiveram uma reducdo significativa na ocorréncia de
alteracdes no ECG e menor frequéncia de deterioracdo da condicao clinica
(Viotti et al. 2007). No entanto, em um estudo de acompanhamento de
portadores da DC por 5 anos, quando administrado Bz em pacientes com
cardiomiopatia observou-se reducdo na carga parasitaria, estimada pela
deteccdo de DNA do T. cruzi no soro, mas ndo impactou nos resultados
clinicos, considerando as manifestacbes cardiacas (Morillo et al. 2015). De
fato, a administracdo de Bz em caes cronicamente infectados mostrou-se
eficiente para controle dos parasitos, mas nao impediu a CCC (Santos et al.
2012). Por outro lado, o tratamento com Bz (100 mg/Kg/dia), iniciado na fase
aguda da infeccdo impediu a CCC grave, apesar da falta de erradicagcéo
completa do parasito (Garcia et al. 2005).

A utilizacdo das terapias com PTX, Bz, e Bz+PTX em camundongos
cronicamente infectados com T. cruzi reduziu as frequéncias de camundongos
apresentando ART e BAV2. Bradicardia e BAV2 sdo alteragdes no ECG
associados com o agravamento da forma cardiaca na DC (Rassi, 2010). As
terapias PTX e Bz+PTX reduziram o prolongamento do intervalo QTc, que se
apresentou na infeccdo pelo T. cruzi. Além disso, a terapia Bz+PTX reverteu o
prolongamento do intervalo QTc, restaurando a um perfil de ECG semelhante
ao dos animais NI. E importante relatar que o prolongamento do intervalo QTc
representa um mau prognostico para mortalidade na cardiopatia chagéasica
(Salles et al. 2003). Portanto, nossos dados sugerem que a terapia combinada
Bz+PTX pode oferecer uma alternativa para melhorar a condicdo cardiaca de
pacientes com DC e contribuir para um melhor prognéstico, como

recentemente propusemos (Vila-Pereira & Pereira et al. 2016).
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A propriedade anti-inflamatoria da PTX baseia-se na capacidade de
suprimir a producéo de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1 e TNF (Kwiecier
et al. 2004). A PTX penetra rapidamente na barreira hematoencefalica, apos
sua administragao. Estudos tém demonstrado efeito neuroprotetor da PTX, em
varios distarbios neuro-comportamentais, como isquemia cerebral (Banfi et al.
2004, Bruno et al. 2009), neurotrauma, deméncia e epilepsia (Eun et al. 2000,
Tariq et al. 2008). A PTX também reverte o déficit de memdéria provocado pelo
glutamato (Cunha et al. 2000) e melhora o déficit de memdria espacial
provocado pela isquemia cerebral (Movassaghi et al. 2012). Nossos resultados
na DC experimental mostraram que animais cronicamente infectados e tratados
com PTX, Bz administrados individualmente ou como multiterapia Bz+PTX,
reverteram o perfil depressivo e de ansiedade e melhoraram o déficit cognitivo
no teste de habituacdo. Embora uma reducéo do parasitismo no SNC tenha
sido observada na fase crbnica da infec¢cdo, a maioria dos camundongos
infectados mostrou parasitismo do SNC, corroborando os dados anteriores
(Silva et al. 1999; Roffé et al. 2003; Vilar-Pereira et al. 2012) Mostramos, em
estudos anteriores, que na DC experimental crénica ha aumento de expressao
de TNF mRNA no tecido cardiaco associado a inflamacéo, enquanto no SNC
nao ha inflamacdo nem expressao detectavel de TNF mRNA. Contudo, terapia
com anti-TNF (Infliximab) reverte a depressao, implicando a inflamacéao
periférica e o TNF na depressédo na infec¢do crbnica pelo T. cruzi (Vilar-Pereira
et al., 2012). Pacientes na fase crénica da DC e co-infectados com HIV
apresentam alteracfes neuroldgicas associadas com parasitismo no SNC
(Rocha et al. 1994; Antunes et al. 2002). E importante ressaltar que as
anormalidades neurolégicas observadas em pacientes com DC co-infectados
com HIV podem ser tratadas com sucesso usando a droga tripanossomicida
Bz, confirmando a contribuicAo do parasito para as alteracdbes do SNC
(Antunes et al. 2002). Entretanto, néo ficou claro se os parasitos presentes no
SNC em episodios de reativacdo originam-se do parénquima do SNC, do
liguido cefalorraquidiano ou resultam do sangue. A reativacao da infeccdo pelo
T. cruzi em camundongos C3H/He cronicamente infectados submetidos a
terapia imunossupressora ocorreu na auséncia de parasitemia e foi restrita ao
SNC (Roffé et al., 2003), reforcando que formas do T. cruzi persistem no SNC
durante a fase crbnica da infeccdo. Além disso, o parasitismo do SNC pelo T.

cruzi associado com inflamacdo foi detectado em camundongos IL-12
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knockout, mas ndo em camundongos IFNy knockout, indicando que a
deficiéncia parcial de IFNy foi mais prejudicial do que a auséncia de IFNy como
determinante da carga de parasitos no SNC (Michailowsky et al. 2001). Uma
importante citocina relacionada ao contexto da infec¢éo pelo T. cruzi € o TNF,
gue age como um segundo sinal na atividade indutora da producdo de NO por
macrofagos ativados por IFNy (Aliberti et al. 2001). Entretanto, esses dados
sdo relacionados ao papel dessas citocinas em células apresentadoras de
antigeno profissionais (APC) e, assim como para o IFNy, ainda ndo estéa claro o
papel de TNF sobre a infec¢cdo do SNC pelo T. cruzi.

Estudo recente em nosso laboratério investigou a contribuicdo dos
astrocitos, célula integrante da rede de manutencdo dos neurénios, integridade
das sinapses, para a manutencdo de um ambiente inflamat6rio no SNC, e foi
observado que, na presenca de TNF ou infec¢cdo pelo T. cruzi, os astrocitos
apresentaram aumento na producdo de IL-6, a qual foi exacerbada na
presenca de ambos os estimulos (TNF mais infeccdo pelo T. cruzi); sugerindo
que astrécitos infectados contribuem para a manutencdo da inflamagédo no
SNC, a qual, por sua vez, pode favorecer a persisténcia do proprio parasito.
Ainda, ao avaliar a expressdo do mRNA de TNF no cérebro de camundongos
C3H/He agudamente infectados, niveis elevados na expressdo desse
transcrito, bem como altos niveis circulantes de TNF no soro foram detectados.

Em hospedeiros imunocompetentes, a persisténcia aparentemente
silenciosa de formas amastigotas do T. cruzi no SNC tem sido contestada pela
demonstracao de alteracbes comportamentais como disturbios do sono, déficit
de memodria, perda da qualidade de vida e depresséo, relatados em criangas e
adultos jovens durante a fase cronica da DC (Jorg e Rovira, 1981; Moncada,
1987; Silva et al., 2010). De fato, distirbios do sono e déficit de memdéria foram
detectados em ratos infectados pelo T. cruzi (Arankowsky-Sandoval et al.,
2001), enquanto que o comportamento depressivo foi detectado em
camundongos infectados cronicamente (Vilar-Pereira et al.,, 2012). Ja foi
mostrado anteriormente que produtos oriundos de patégenos bem como
mediadores da resposta imune do hospedeiro, como citocinas, dentre elas IFNy
e TNF, podem contribuir para transtornos de humor e déficit cognitivo (Dantzer
& Kelley, 2007; Dantzer et al., 2008; Maes et al., 2009; Miller, 2010, Yr). De
fato, mostramos com nossos resultados que as terapias com Bz, PTX, Bz+PTX

na fase crénica da infeccao pelo T. cruzi foram capaz de reverter a ocorréncia
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de comportamento depressivo além de ter efeito benéfico no déficit cognitivo
nos animais. Assim, sugerimos que produtos do parasito, mediadores
imunologicos e liberacdo induzida pelo T. cruzi de mediadores inflamatorios
(como NO e citocinas) no SNC podem contribuir para os distarbios de
comportamento detectados em pacientes com DC infectados cronicamente e
em modelos experimentais de infeccdo chagasica (Vieira, 1964; Silva et al.
2010; Vilar-Pereira et al. 2012, 2015).

Nosso estudo procurou avaliar o impacto do Bz e da PTX sobre os
parametros de estresse oxidativo em diferentes regides cerebrais (cortex e
hipocampo), procurando correlaciona-los as alteracbes comportamentais
estudadas. No hipocampo, estrutura que possui papel importante na formacéo
da memoria, e no cortex, sede da personalidade e da vida intelectiva que tem a
possibilidade de criar comportamentos adaptativos adequados as diversas
situacdes, foi observado um aumento da lipoperoxidagcédo, evidenciada pelo
aumento da reacdo a TBARS, em animais cronicamente infectados em relagéo
aos animais NI pareados por idade e sexo. O NO é um importante agente
tripanossomicida (Silva et al. 2003). No entanto, a persisténcia de altas
concnetracbes plasmaticas de NO tem sido associada com a gravidade da
CCC em pacientes e em modelos experimentais primatas e camundongos da
DC (Pérez et al. 2011; Pérez-Fuentes et al. 2003; Carvalho et al. 2012; Pereira
et al. 2014a, Pereira et al., 2015a). Estudos indicam que a a¢ao central de ROS
levando a destruicdo oxidativa dos neurbnios estd associada a transtornos
psiquiatricos e comportamentais. (Maes et al. 2000; Valko et al. 2007, Berk et
al. 2011; Macédo et al. 2013). Aumento de mediadores inflamatérios como
TNF, NO, entre outros, principalmente desencadeados por agentes infecciosos
(como Mycobacterium e T. cruzi) ou seus produtos, como o LPS, estdo
envolvidos em alteracdes do comportamento (Rosenblat et al., 2014; Vilar-
Pereira et al., 2012). Além disso, a morte neuronal pode ser o resultado do
estresse oxidativo gerado pela disfuncédo de astrocitos (Abramov et al., 2004).
O dano oxidativo € uma caracteristica inicial e comum do mal de Alzheimer,
mal de Parkinson, esclerose lateral amiotrofica e outros disturbios
neurodegenerativos (Drechsel et al., 2012). Estados de injuria e/ou inflamacao
no SNC geralmente ocorre uma série de eventos moleculares, funcionais e
morfologicos (Seth & Koul, 2008; Jensen et al. 2013) que culminam, entre

outras respostas, na producdo de NO. Essa molécula, por sua vez, leva a um
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estado de estresse oxidativo, contribuindo para a amplificacdo e exacerbacao
de processos neurodegenerativos (Drechsel et al., 2012). De acordo com
Navarro e colaboradores (2004) os resultados negativos nos testes de fungéo
cognitiva, associados a indicadores de TBARS e as atividades mitocondriais no
cérebro indicam uma correlacdo entre estresse oxidativo, disfuncdo
mitocondrial e diminui¢do da cognicao.

De modo importante, a reducdo dos niveis plasmaticos de NO e da
expressdo de INOS/NOS2 no tecido cardiaco durante a infec¢do crénica,
particularmente apos a terapia combinada de Bz com o imunorregulador PTX,
nao impediu o controle do parasito, embora tenha sido associada a melhora
clinica da doenca cardiaca (Vilar-Pereira & Pereira et al. 2016). Estes
resultados suportam a ideia de que a modulacdo da producdo de NO via
regulacdo de INOS/NOS2 na fase cronica da infeccdo pelo T. cruzi é um
objetivo razoavel visando a melhora clinica (Carvalho et al. 2012). No presente
estudo, a resposta dos diferentes grupos de tratamento foi muito semelhante
apos terapia com Bz, PTX, BZ+PTX e Fx. Em todos os grupos foram
constatadas diminuicfes significativas ao teste usando TBARS, tanto no coértex
qguanto no hipocampo dos animais cronicamente infectados pelo T. cruzi. Os
dados sugerem que o tratamento com estes medicamentos foi eficaz na
atenuacdo do dano oxidativo causado pela prépria DC, um efeito que foi
particularmente importante nas alteragbes comportamentais na DC cronica.
Assim, nossos resultados trazem evidéncias de que também em uma doenca
parasitaria como a DC deve-se considerar o comprometimento e disturbios do
SNC, numa visdo integrada das alteracBes neuropatoldgicas (Rossi e Volterra,
2009), como componentes intrinsecos dos processos neurodegenerativos que
podem contribuir para alteracdes comportamentais e
desencadeamento/amplificacdo de doencas cronico-degenerativas.

Os neurdnios utilizam o glutamato e o0 GABA como neurotransmissores.
O glutamato € o aminoacido mais abundante do SNC, apresentando fungdes
metabdlicas idénticas as exercidas em outros tecidos, preponderantemente
biossintese de proteinas. Além disso, glutamato atua como principal
neurotransmissor excitatorio. Considera-se também sua participacdo no
desenvolvimento neural, na plasticidade sinaptica, no aprendizado, na
memoria, na epilepsia, na isquemia neural, na dor neuropatica, na ansiedade e

na depressdo. O GABA é o principal neurotransmissor inibitorio do SNC.
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Quando este se liga aos receptores, abre-se um canal por onde entra ion
cloreto na célula neuronal, fazendo com que a célula fiqgue hiperpolarizada,
dificultando a despolarizagdo e, como consequéncia, da-se a diminuicdo da
conducdo neuronal, provocando a inibicdo do SNC (Haber et al. 2000). O
glutamato € o componente essencial para que ocorra a nheurotransmissao
GABérgica e glutamatérgica. Sob certas condigcbes, como insuficiéncia na
captacdo de glutamato, introducdo de glutamato por outra via, ou
despolarizacdo prolongada da terminagdo nervosa, 0 glutamato pode se
acumular na fenda sinaptica e desencadear um processo excitotdxico.
Concentragdes excitotoxicas de glutamato causam a despolarizacdo excessiva
do neurbnio poés-sinaptico e, consequentemente, disturbios da homeostasia
inica e energética, ativacdo de enzimas liticas mediada por Ca*?, geracéo de
radicais livres, lesdo mitocondrial e edema osmatico, podendo levar a lise
celular e morte (Xu et al. 2014).

Nossos dados sugerem que a infeccdo cronica pelo T.cruzi potencializa
os efeitos do glutamato e GABA, aumentando os efeitos excitatorios e
inibitérios. Mostramos também efeitos neuroprotetores da PTX. Animais
cronicamente infectados e tratados com PTX ou a multiterapia Bz+PTX
apresentaram diminuicdo nos niveis de glutamato e GABA nas areas de cortex
e hipocampo, contudo a terapia com Bz nao teve exito em diminuir a
concentracdo de glutamato no cértex cerebral. A PTX atua como inibidor da
fosfodiesterase 4, que induz aumento de adenosina monofosfato ciclico,
melhorando o fluxo da microcirculacéo; diminui a migracdo de neutrdfilos; reduz
a liberacdo de citocinas; aumenta a producédo de prostaciclinas; e reduz a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio. Essas propriedades tém sido
responsabilizadas pela sua acdo de atenuacgéo sobre as lesdes de isquemia e
reperfusdo (Zhang et al. 2005). A PTX tem se mostrado promissora com acao
neuroprotetora em diversos estudos de injurias cerebrais e doencas
neurodegenerativas. (Tariq et al. 2008; Cunha et al. 2000). PTX também
apresenta propriedades anti-inflamatérias exercendo efeitos inibitérios sobre
interleucina-1p3 (Sullivan et al. 1988), IL-6 (Schandene et al. 1992), e um efeito
inibidor na producdo de NO em camundongos monocitos e também, a
producdo de superoxido. Os mecanismos neuroprotetores desse derivado de
xantina ainda ndo sdo muito bem conhecidos. O tratamento com PTX foi

mostrado anteriormente agir como modulador da expressdao de TNFRI
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(Mahmoud et al. 2012). De fato, estudo recente no nosso laboratério observou
reducdo nas taxas de infeccdo de astrocitos favorecida pelo TNF, sugerindo
que os efeitos do TNF s&o via TNFRI (Rodrigues-Silva et al. manuscrito em
preparacdo) Porém, por ser uma droga de acao inibitéria sobre o TNF e néo
causarem os efeitos adversos em demasia e nem apresentarem 0S Custos
elevados a PTX pode ser uma nova alternativa terapéutica para inibicdo da
neuroinflamacéao.

O estresse cronico parece ter grande influéncia sobre a transcricdo de
fatores neurotréficos. Os principais componentes dessa familia sdo o fator de
crescimento neural NGF e o BDNF. O BDNF importante para o crescimento da
célula permite mudancas nas sinapses entre o0s neurbnios (plasticidade
singptica) ao longo da vida, desempenhando um papel importante para a
sobrevivéncia célular (Aan et al. 2009, LelBmann & Brigadski, 2009, Calabrese
et al. 2010). Atualmente, o alvo dos novos farmacos esta voltado para a
cascata de sinalizacdo e na estimulacdo da producao de fatores neurotréficos,
ja que existe uma conexdo entre as neurotrofinas e transtornos de humor
(Hashimoto et al. 2004, Schmidt et al. 2008, Drzyzga et al. 2009). Estudos
realizados em tecidos pos-morten revelaram que a diminuicdo no nivel de
BDNF promove perda celular e progressiva reducdo do volume hipocampal e
de estruturas limbicas (Schmidt et al. 2008, Drzyzga et al. 2009) provocando
alteracdes no sistema de memoérias em alguns pacientes, bem como Varios
outros sintomas do transtorno (Aan et al. 2009). A teoria da reducdo da
expressdo de fatores neurotroficos, principalmente do BDNF, tem sido
fortemente associada no transtorno depressivo e, por isso, seria um alvo da
nova classe de medicamentos antidepressivos. Portanto, o tratamento da
depresséo sera direcionado a estimulacdo da producdo de BDNF (Hashimoto
et al. 2004, Schmidt et al. 2008). Nesse contexto, nosso estudo teve como
objetivo avaliar a relacdo entre a expressdo de BDNF e GABA e alteracdes
comportamentais no modelo experimental de DC, bem como a forma em que
0s medicamentos antidepressivos podem estar atuando na estimulacdo da
producédo dos fatores neurotroficos.

O BDNF é uma pequena proteina que pertence a familia dos fatores
neurotoéficos, produzido principalmente em neurdnios e células da glia (Gémez-
Casati et al. 2010). Os niveis de BDNF estdo associados com melhor

desempenho das fun¢des neuropsicolégicas. No entanto, o exato mecanismo

140



neuroprotetor permanece desconhecido, apesar de ser conhecido seu
importante papel na manutencdo da plasticidade sinaptica (Gunstand et al.
2008). Uma das razbes do emprego de BDNF em estudos se deve, néo
somente a sua participacdo nos processos de diferenciacdo, sobrevivéncia
neuronal e plasticidade sinaptica, mas também naqueles envolvendo o
aprendizado e a memoaria (Croll et al. 1998, Li et al. 2009). De fato, os estudos
de Erickson e colaboradores (2010) , com a participacao de 149 participantes,
demonstram a acdo do BDNF na formac¢do da memdria, principalmente na sua
potenciacdo de longa duracao (LTP) e na sua persisténcia, foram observados,
baixos niveis de BDNF associados a pior desempenho de memaria.Segundo
Izquierdo (2002), cerca de 12 horas ap0s a aquisicdo de uma memoria, 0
BDNF é produzido e liberado no hipocampo. Sem ele, a memoéria é formada,
mas ndo dura. O BDNF também facilita o fortalecimento das conexdes entre
neurdnios (as sinapses) e, sobretudo, as do hipocampo, cortex e prosencéfalo
basal - &reas vitais para a aprendizagem, a manutencdo da memoéria e do
pensamento (Tapia-Arancibia et al. 2008). Nossos resultados mostram que a
infeccdo pelo T. cruzi leva a diminuicdo dos niveis de BDNF no cortex e no
hipocampo na fase crbnica da infeccdo, possivelmente associado a
mecanismos patogénicos proprios desta infeccdo, porém estes niveis
aumentaram, principalmente no cortex de modo significativo, com o uso das
intervencdes terapéuticas Bz, PTX e Bz+PTX. Devido as evidéncias do
envolvimento do BDNF na neurogénese hipocampal, suas funcbes e
mecanismos de acdo tém sido estudados principalmente em patologias
associadas ao declinio cognitivo (Karege et al. 2002). No estudo de Harris et al.
(2006), os niveis reduzidos de BDNF foram significativamente associado com a
disfuncé@o hipocampal e baixa pontuacdo nos testes de meméria e depressao.
Tomados em conjunto, estes achados corroboram 0s nossos dados, no sentido
de indicarem o BDNF como um importante biomarcador de mudancas nas
habilidades relacionadas a memodria. Por estes motivos, o0 BDNF tem
despertado tanto interesse entre agueles que buscam um maior entendimento
dos fendmenos relacionados, particularmente a déficits mnemaonicos.

Nossos resultados, como é o caso em investigacédo, levantam tantas
guestbes quanto as respostas que eles trazem. O que sera importante para
elucidar agora €, por exemplo, se o efeito da infeccado pelo T. cruzi sobre o

SNC pode diferir entre individuos. Fatores-chave podem estar relacionados
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com diferencas inerentes a predisposicdo genética, o estado do sistema
imunologico, o tempo de infeccdo, e/ou parte do SNC afetada. Sob a
perspectiva do parasito, fatores-chave podem estar relacionados com a dose, a
forma de infeccdo, o gendtipo da cepa infectante, e/ou até mesmo uma
interacdo com outros agentes infecciosos. Assim, trazemos evidéncias de que
também em uma doenca parasitaria como a DC deve-se considerar o
comprometimento neuroldgico, numa visdo integrada das alteracdes
patolégicas no SNC, como componentes intrinsecos dos processos
neurodegenerativos que podem contribuir para alteracdes comportamentais e
desencadeamento/amplificacdo de doencas crénico-degenerativas. As analises
dos dados obtidos poderdo contribuir para a melhor compreensdo das
alteragbes comportamentais que influenciam diretamente o desfecho clinico da
DC, o que pode impactar de forma positiva no acompanhamento e qualidade

de vida dos pacientes.
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9. Conclusdes

1- Camundongos cronicamente infectados com cepa Colombiana do T. cruzi
apresentara alteracdes comportamentais de depresséo, ansiedade e memoria,
reproduzindo aspectos de alteragdes comportamentais descritas nos
portadores cronicos da DC

2- Comportamentos associados a doenca (sickness behavior) para alteracfes
comportamentais, estdo ausentes na infeccdo experimental da DC, reforcando
a existéncia de depressao e ansiedade no modelo de infeccdo experimental
cronica em camundongos C57BL/6 com a cepa Colombiana pelo T. cruzi.

3- A infeccao pelo T. cruzi interferiu na capacidade mneménica, pois prejudicou

o desempenho dos animais infectados pelo T. cruzi em testes especificos.

4- Transtornos de comportamento e alteracdes cardiovasculares foram
observados no modelo experimental sugerindo comorbidade que pode
contribuir para diminuir a qualidade de vida do portador cronico.

5- O tratamento com inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina teve
efeito benéfico na ansiedade, reverteu tanto o perfil depressivo como restaurou

0 comportamento inato compulsivo dos animais, 0 que € corroborado pela

melhora do quadro com o uso do antidepressivo Fx.

6- As alteracdes cardiacas observadas em camundongos infectados pelo
T. cruzi, levam a possibilidade de que as alteracbes comportamentais possam
decorrer destas alteracbes. Contudo, o0s resultados com o wuso do
antidepressivo reforcam a existéncia de alteragcbes comportamentais de origem

neuroldgica.

7- Intervencdes terapéuticas com medicamento tripanossomicida (Bz) e agente
imunomodulador (PTX) ou ambas as terapias (Bz+PTX) promoveram efeitos

benéficos nas altera¢cdes comportamentais e no estresse oxidativo no SNC.
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8- Esquemas terapéuticos direcionados ao controle do parasito,
reposicionamento da resposta imune, que reverteram ou melhoraram
alteragcbes comportamentais também ajudaram a restaurar niveis de
concentragdo dos neurotransmissores gulatamato e GABA, assim como do

fator neurotofico BDNF

9- Em conjunto, estes dados reafirmam o comprometimento do eixo neuro-
imune na infeccao pelo T. cruzi, reforcam a existéncia da forma nervosa da DC
e trazem novas perspectivas terapéuticas para a DC e para doencgas crbnico-

degenerativas com comprometimento comportamental e cognitivo.
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10. Limitacdes e Perpectivas
E preciso admitir que os resultados e andlises desta pesquisa

suscitaram um numero maior de perguntas do que respostas, 0 que é
caracteristico da pesquisa cientifica. A infeccdo pelo T. cruzi € uma doenca
parasitaria que pode levar ao desenvolvimento de transtornos comportamentais
de depresséo, ansiedade e déficit mnemonico. No entanto, oS mecanismos
celulares e moleculares da resposta imune que ocorrem no SNC, a influéncia
de fatores sistémicos, neuroimune-enddcrinos nestes processos, assim como o
entendimento da fisiopatogenia das alteragbes comportamentais em um
cenario inflamatério crénico e/ou na presenca de um agente infeccioso, avaliar
e testar terapias para as alteragbes comportamentais com comorbidades como
sindrome metabdlica, merecem ser devidamente explorados.

De qualquer forma, os resultados aqui contidos e as observacdes que
surgiram dos objetivos estudados, aprofundam a compreensao da existéncia
da forma nervosa na DC. Mas, como toda pesquisa, esta ndo esgotou o

assunto e abre perspectivas para futuros estudos.
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