FUNDAQAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ
FIOCRUZ CURSO DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA EM SAUDE E

MEDICINA INVESTIGATIVA

DISSERTACAO MESTRADO ACADEMICO

DESEMPENHO LOCOMOTOR DE
CAMUNDONGOS COM INFECCAO
CHAGASICA EXPERIMENTAL AGUDA

BRUNO TEIXEIRA GOES

SALVADOR, 2013



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

FIOCRUZ CURSO DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA EM SAUDE E
MEDICINA INVESTIGATIVA

DISSERTACAO MESTRADO ACADEMICO

DESEMPENHO LOCOMOTOR DE
CAMUNDONGOS COM INFECCAO
CHAGASICA EXPERIMENTAL AGUDA

ALUNO:
Bruno Teixeira Goes

ORIENTADOR:
Dr. Marcos André Vannier dos Santos
Pesquisador Titular do CPqGM-FIOCRUZ

CO-ORIENTADOR

Dr. Abrah&o Fontes Baptista
Professor Adjunto do ICS-UFBa

SALVADOR, 2013



AGRADECIMENTOS

Aos orientadores, Dr° Marcos Vannier e Dr° AbraBaptista pelo aprendizado,
incentivo e constante inspiracao;

Aos membros da banca de qualificacdo e defesa,dnid 8ndrade e Dr? Cristiane
Villarreal e Dr2 Simone Macambira pelas valiosasstgs;

Aos membros do LBP, pela presteza e dedicacdospeatial ao amigo Diego Menezes
por me guiar durante todo este periodo;

Aos alunos de iniciacao cientifica, Diego Rabeltiter Guida pela extrema dedicacao
em todos os experimentos e discussoes;

Ao LACEI e LETI, pelo apoio nas principais etapasté trabalho, em especial a equipe
da Dr2 Cristiane Vilarreal e ao colega Marcio Cengugela disponibilidade e auxilio
nos momentos de necessidade;

A familia e amigos, pelo amor, confianca e orgujhe sentem por esta etapa téo
importante para meu futuro;

A Quele Souza, minha futura esposa, por ser taortaute na minha vida.



“A ciéncia que debatemos ainda esta longe de

expressar um conhecimento amplo e verdadeira.

Abrahéo Baptista




GOES, Bruno Teixeira. Desempenho locomotor de caongos com infeccao
chagasica experimental. Dissertacdo (Mestradolird&cédo Oswaldo Cruz, Instituto de
Pesquisas Gong¢alo Moniz, Salvador, 2013.

RESUMO

A doenca de Chagas é responsavel por cerca de016bdds por ano, principalmente
nas Ameéricas do Sul e Central, onde 7-8 milhGepedsoas encontram-se em risco de
contrair a doenca. A combinacao de inflamacdo maseutlesnervacédo podem ocorrer
durante o curso desta patologia podendo limitativea@o neuromuscular durante a
inflamacdo e apds reparo ou remodelamento da lesfido a uma complexa
reorganizacao das unidades neuromotoras. Desta fdazrse necessario investigar o
desempenho locomotor de camundongos com infeccigasita experimental aguda.
Camundongos suicos foram alocados em dois gruptedpees de infecgédo (cepa Y e
Colombiana) e comparados ao grupo controle (seetgab) quanto ao desempenho
locomotor no teste do Campo Aberto, na Escala Bdssavaliacdo locomotora murina
(BMS) e Rota-Rod. Avaliacdes histopatologicas do culas cardiaco, esquelético
(isquiotibiais e triceps sural) e nervo isquiafa@m realizadas. A infec¢ao pela cepa Y
e Colombiana provocou piora do desempenho loconsofmrtir do 7° dia de infeccao
com reducgdo significativa dos quadrados percorridosteste do campo aberto. A
qualidade da marcha foi prejudicada a partir ddi@®ara o grupo cepa Y e 23° dia
para o grupo cepa Colombiana sendo caracterizddangpapacidade de sustentacdo da
cauda e instabilidade moderada ou grave do troWlomlificacdo na coordenacado e
equilibrio foi observada apenas no grupo cepa Yrtir g 11° dia de infecgdo quando
0s animais estavam impossibilitados de realizagstet Os resultados do desempenho
locomotor estiveram associados a alteracdes hisiogacas no musculo cardiaco e
esquelético e todos os dados deste estudo cormbmen os achados histologicos e
com outros modelos de avaliacdo locomotora enatwdgraa literatura. O modelo de
avaliacdo proposto neste trabalho possibilitou eactarizacdo de um padrdo nas
modificagcbes do desempenho locomotor no modelorempetal de infeccdo aguda

pela cepa Y e Colombiana doypanosoma cruz.

Palavras-chave:Doenca de Chaga$typanosoma cruzi, lesdo neuromuscular.



GOES, Bruno Teixeira. Locomotor performance of miaéh experimental Chagas
infection. Dissertation (Master's degree)— Fundag®waldo Cruz, Instituto de
Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2013.

ABSTRACT

Chagas disease is responsible for about 15,000 dpat year, mainly in Central and
South America, where 7-8 million people are at mgkcontracting the disease. The
combination of muscle inflammation and denervatioaly occur during the course of
this pathology limiting neuromuscular activation idgrinflammation and remodeling
after injury or repair due to a complex reorganaatof neuromotor units. Thus,
making it necessary to investigate the locomotorfopmance of mice with
experimental acute Chagas infection. Swiss micewerded into two groups with the
infection (Y strain and Colombian) and comparedtii@ control group (without
infection) on the locomotor performance in the Opexld Test, Scale Basso locomotor
evaluation murine (BMS) and Rota-Rod. Histopathmaly evaluations of cardiac
muscle, skeletal (hamstrings and triceps surae) soiatic nerve were performed.
Infection by strain Y and Colombian caused worsgrmfilocomotor performance from
the 7th day of infection with significant reductiohsquares traversed in the open field
test. The quality of gait was impaired from the 8#y for group Y strain and 23 days
for the group Colombian strain is characterizedh®y inability to support the tail and
moderate or severe instability of the trunk. Chamgeoordination and balance was
observed only in group Y strain from the 11th daynéection when the animals were
unable to perform the test. The results of locompgrformance were associated with
histopathological changes in cardiac and skeletasale and all data in this study
corroborate the findings with other histologicaldacomotor assessment models found
in the literature. The evaluation model proposed tins work allowed the
characterization of a pattern of changes in locemperformance in an experimental

model of acute infection for the Y and Colombiaraist of Trypanosoma cruzi.

Keywords: Chagas diseas&rypanosoma cruzi, neuromuscular injury
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INTRODUCAO

Estima-se que a doenca de Chagas seja responsavel por afetar aproximadamente
7-8 milhdes de pessoas, levando ao Obito cerca de 15.000 individuos por ano,
principalmente nas Américas do Sul e Central, onde 25% da populacdo encontra-se em
risco de contrair a doenga (MONCAYO et al., 2009; OMS, 2013).

Estratégias de controle do vetor nas areas endémicas tém levado a uma
diminui¢do da transmissdo da infec¢ao pelo 7. cruzi. Contudo, outras vias, como as
infeccdes congénitas e transfusionais, vém adquirindo grande importancia na
transmissdo. Recentemente a midia divulgou a transmissdo da doenca de Chagas por via
oral através de caldos de cana e de agai, fato que ja era conhecido (CAMANDAROBA
et al., 2002), mas pode estar assumindo nova relevancia em diferentes ecdtopos.
Presumivelmente, os parasitos exploram novos nichos ecologicos e, assim, faz-se
necessaria a constante vigilancia epidemiologica, bem como a busca de novos regimes
diagnosticos e terapéuticos.

Na fase aguda da doenca de Chagas, o diagndstico ¢ estabelecido em menos de
10% dos casos, provavelmente devido a sintomas passageiros e achados laboratoriais
inespecificos. Suas principais caracteristicas clinicas incluem febre, mialgias, mal-estar,
sudorese, hepatoesplenomegalia, insuficiéncia cardiaca e, menos frequentemente,
meningoencefalite. Aproximadamente 95% dos pacientes evoluem para a fase latente
(indeterminada) onde permanecem assintomaticos, com sorologia positiva, ¢ ndo ha
sinais fisicos ou evidéncia clinica de envolvimento de 6rgaos (PUNUKOLLU et al.,
2007; COURA & BORGES-PEREIRA, 2012, RASSI et al., 2012). Os sintomas e sinais
fisicos da doenca chagéasica cronica surgem geralmente associados a problemas
cardiovasculares como insuficiéncia e arritmias cardiacas (PUNUKOLLU et al., 2007) e
tromboembolismo arterial ou venoso no musculo esquelético (TORRES et al., 2004) e
sistema nervoso central (PITTELLA, 2009).

O modelo de infeccao chagasica experimental com camundongos tem sido muito
utilizado para estudos da doenga de Chagas (OMS, 1977) por apresentar uma fase aguda
inicial, onde o nivel de parasitas circulantes no sangue ¢ maior (CARDOSO &
BRENER, 1980), seguido por uma fase crdnica, caracterizada por extenso parasitismo
tecidual, além da impossibilidade de se detectar parasitas por métodos diretos.

(ANDRADE et al., 1991; MAGALHAES-SANTOS et al., 2002).



As modificacdes encontradas no sistema neuromuscular durante o curso da
doenga de Chagas s3o caracterizadas por inflamacdo focal ou difusa no musculo
esquelético e/ou cardiaco, presenga de amastigotas intra ou extracelulares, destrui¢ao de
fibras musculares, diminui¢cao da mielina nas fibras nervosas e reducao da velocidade de
condugdo do nervo motor e sensorial (LOZAVIO et al, 1989; MAGALHAES-
SANTOS et al., 2004; TORRES et al., 2004; RAMIREZ-ARCHILA et al., 2011). Desta
forma, o nivel de acometimento do sistema neuromuscular durante a infec¢dao pelo
T.cruzi tem sido atribuido a processos como autoimunidade, reagdes mediadas por
linfécitos, ‘shedding’ realizado por tripomastigotas, anticorpos para lamininas e
neurdnios e antigenos parasitarios que se aderem nas fibras musculares e terminagdes
nervosas (IOSA et al., 1990, GONCALVES et al., 1991; KIERSZENBAUM, 1999,
2005; PINHO et al., 2002), porém, a sequéncia com que estes processos acontecem e
quais dos fatores supracitados sdo mais importantes ¢ uma questdo ainda controversa.

Os parasitos possuem uma grande variedade de efeitos considerdveis sobre os
seus hospedeiros. Além das alteracdes patologicas obvias e imunoldgicas comumente
descritas, mesmo nos casos em que o parasitismo ¢ indetectdvel, hospedeiros
vertebrados podem apresentar alteracdes na atividade locomotora, alimentagdo,
interacdes intra e inter-especificas, na selecdo de parceiros e reprodugdo, e resposta a
estimulos ambientais (HART, 1990; ZUK, 1992; VANNIER-SANTOS & LENZI
2011). Durante a infec¢do avangada, camundongos infectados pela cepa Tulahuén
perderam peso, pareciam mais fracos e exibiram oscilagdo durante a marcha associado a
inflamag¢ao difusa e maior numero de centralizagdao de nicleos (ANDERSSON et al.,
2003). Além disso, dificuldade respiratoria, pelos ericados e redu¢dao no consumo de
agua e comida pode ser encontrada em camundongos infectados cronicamente pela cepa
Colombiana a partir do 14° dia de infec¢do (FEDERICI et al., 1964). Modificacdes
locomotoras durante a infec¢do aguda experimental pelas cepas Y ¢ Colombiana do 7.
cruzi nao estdo relacionadas a perda de peso corporal, apatia e/ou aumento da
temperatura dos animais infectados (VILAR-PEREIRA et al., 2012).

A patogénese da lesdo tecidual durante a infecgdo Chagasica depende de
elementos inerentes as diferentes cepas do 7. cruzi como viruléncia, carga parasitaria,
tropismo, morfologia das formas sanguicolas e efetividade da resposta imune do
hospedeiro (ANDRADE, 1974; MARINHO et al., 2004). Os tipos biologicos que
apresentam rapida multiplicagdo parasitdria com picos elevados entre 9 e 10 dias, alta

viruléncia e mortalidade entre 10 e 12 dias de infec¢do, predominio de formas delgadas
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e acentuado macrofagotropismo no inicio da infecgdo com posterior miotropismo,
foram categorizadas como Biodema tipo I (ANDRADE, 1974; ANDRADE &
MAGALHAES, 1996). As cepas que apresentam parasitemia irregular entre 12 e 20
dias de infecg¢do, viruléncia variavel, mortalidade entre 20 e 25 dias, pequeno numero de
formas delgadas e discreto macrofagotropismo no inicio da infec¢do, com lesdes
miocardicas em todo o curso da infecgdo foram categorizadas como Biodema tipo II
(ANDRADE, 1974, ANDRADE & MAGALHAES, 1996).

O comprometimento locomotor induzido pela infeccdo chagasica experimental
aguda e cronica ocorre devido a combinagdo de inflamagdo muscular e desnervacao que
levam a uma complexa remodela¢do de unidades motoras com afastamento entre as
fibras musculares, coexisténcia de brotamentos axonais com reinervacdo de fibras
musculares desnervadas e redu¢ao do nimero de fibras musculares dentro de uma tnica
unidade motora, desta forma, limitando a ativagdo neuromuscular durante e apds a
inflamagio (GONZALEZ-CAPPA et al., 1987). Evidéncia de redugdo na capacidade
locomotora espontanea de camundongos foi demonstrada durante o curso da infeccao
pela cepa Colombiana do 7. cruzi (FEDERICI et al., 1964). Este dado ¢ suportado pela
presenca de sinais de miopatia como centralizagdo nuclear e substituicdo das fibras
musculares por tecido fibroso ou gorduroso associado a caracteristicas de
neurodegeneragdo periférica e sinais eletromiograficos de lesdo neuropatica e muscular
com a cronificagdo da infeccdo pelo 7. cruzi no modelo murino (LOSAVIO et al., 1989;
TEKIEL et al., 2001; SOLANA et al., 2003).

Animais com infeccdo Chagasica experimental, independente do tipo de cepa,
podem apresentar direta ou indiretamente comprometimento do sistema neuro
musculoesquelético. Porém, a diversidade apresentada pelas diferentes cepas quanto a
interagdo com o hospedeiro pode determinar modificagdes distintas quanto a qualidade
e quantidade do movimento durante a infec¢do. Desta forma, a caracterizagao do
desempenho locomotor servird como importante objeto de estudo para o curso da

infecg¢do experimental pelo 7. cruzi.
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OBJETIVOS

e Objetivo Geral:

Investigar o desempenho locomotor de camundongos com infeccdo chagasica

experimental pelas cepas Y e Colombiana durante a fase aguda da doenca de Chagas.

e Objetivos Especificos:

- Descrever o comportamento dos aspectos quantitativos da locomocao durante a fase

aguda da infeccdo chagasica experimental comparando animais infectados e normais;
- Identificar os principais atributos qualitativos da locomo¢ao comprometidos durante a
fase aguda da infeccdo chagasica experimental comparando animais infectados e

normais;

- Realizar a avaliagdo histoldgica comparativa do musculo esquelético (isquiotibiais e

triceps sural) e miocardio dos animais infectados e normais;

- Correlacionar os achados locomotores e histologicos dos animais infectados e normais

nos diferentes periodos da fase aguda da infec¢do chagasica experimental.

11



METODOLOGIA

e MODELO EXPERIMENTAL in vivo:

Foram utilizados camundongos suicos, ndo isogénicos, de ambos os sexos, pesando
de 15 a 20 g, provenientes do biotério do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz/
FIOCRUZ, Bahia. Os animais foram mantidos dentro das exigéncias basicas do Comité

de Etica para Uso de Animais (CEUA) desta Institui¢io, protocolo n° 023/09.

e GRUPOS E EXPERIMENTOS

Os testes para avaliagdo do desempenho locomotor do primeiro experimento foram
realizados no grupo sem infeccdo (Grupo Normal-n=13) e com infec¢do pela cepa Y
(Grupo Cepa Y-n=13) por um periodo de 12 dias. No segundo experimento, os animais
utilizados foram alocados no grupo sem infec¢do (Grupo Normal-n=13) e com infec¢ao
pela cepa Colombiana (Grupo Cepa Colombiana-n=13) e avaliados por um periodo de
43 dias. O terceiro experimento ocorreu apos a determinag¢do do padrdo das alteragdes
quantitativas e qualitativas da locomogao revelados pelos dois experimentos iniciais. O
desenvolvimento desta etapa teve como objetivo a obten¢ao do material histopatolégico
dos grupos e confirmacdo do padrdo locomotor encontrado no primeiro € segundo
experimento. Para cepa Y os pontos de sacrificio selecionados foram os 7° ¢ 12° dias e

para cepa Colombiana os 7°, 28° e 32° dias ap06s a infecgao.

e INFECCAO

Os camundongos foram inoculados, por via intraperitoneal, com 50.000 formas
tripomastigotas das cepas Y e Colombiana de 7. cruzi. O indculo foi calculado de

acordo com o método de (PIZZI & PRAGUER, 1952), modificado por (BRENER,
1961).
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e PROCEDIMENTOS EXPERIMNTAIS

1- Parasitemia

Foi avaliada pelo exame direto do sangue periférico ao microscopio, entre laminula
e laminula 22 x 22 mm, em dias consecutivos a partir do 6° dia para cepa Y e 7° dia para
cepa Colombiana até ocorrer auséncia de parasitos circulantes ou 0bito dos animais do

experimento.

2- Taxa de Mortalidade

O indice de mortalidade foi avaliado durante todo o estudo pela porcentagem de
animais mortos em relacdo ao numero de animais sobreviventes, excluindo os animais

sacrificados para o estudo histopatoldgico.

3- Eutanasia

Para cepa Y os animais foram eutanasiados no 7° e 12° dias pos-infeccdo e para cepa
Colombiana no 7°, 28° e 32° dias para coleta de material para histopatologia. Para a
realizagdo da eutandsia, cada animal foi submetido ao aprofundamento de anestesia com

® . . . . .
(Acepran, por via intramuscular) e posteriormente realizado o procedimento de
exsanguinacao. Apds esta etapa cada animal foi necropsiado para obten¢ao de amostras

de musculo esquelético (isquiotibiais e triceps sural) e miocardio.

e AVALIACAO DO DESEMPENHO LOCOMOTOR

Teste do Campo Aberto (Open Field)

Os animais foram avaliados antes e durante o periodo de infec¢do até os dias de
sacrificio pré-estabelecido para cada cepa. A avaliacdo foi realizada diariamente por um
periodo de 2 minutos por animal, em uma caixa de acrilico medindo 45x60 cm com seu
piso dividido em quadrados iguais medindo 15x15 cm por onde os animais se
locomoviam livremente. Foram analisadas a quantidade de locomog¢@o (numero de

quadrados percorridos), orientacdo vertical (quantidade do movimento exploratorio de
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apoio sobre as patas traseiras), nimero de episddios de ‘grooming’ (reagdes de auto-
higieniza¢do), quantidade de bolos fecais e frequéncia de micturicgdo (WALSH &

CUMMINS, 1976; BROWN et al., 1999; CARREY et al., 2000).

Método BMS

O método consiste na avaliacdo de atributos biomecanicos da marcha como
movimento e alinhamento das patas, sustentagdo da cauda, estabilidade do tronco e
coordenagdo. A avaliagdo foi realizada diariamente, durante um periodo de 4 minutos
por animal, em uma plataforma de campo aberto, analisando-se as caracteristicas da
funcdo locomotora dos camundongos de acordo com o escore e subescore estabelecidos
pela Escala Basso para avaliagdo locomotora murina (‘Basso Mouse Scale’) ou BMS
(BASSO et al., 2006). Os animais foram avaliados antes e durante o periodo de infec¢ao

até os dias de sacrificio pré-estabelecido para cada cepa.

Rota Rod

Os animais foram avaliados antes e durante o periodo de infeccdo até os dias de
sacrificio pré-estabelecido para cada cepa. A coordenagdo/equilibrio motor foi avaliada
diariamente a partir da capacidade dos animais em permanecer em uma barra giratoria
horizontal, a uma velocidade de 5 rpm, por um periodo de 2 minutos, repetido por trés
vezes. A média das trés repeticdes foi utilizada para analise estatistica. Antes do inicio
dos experimentos somente os animais capazes de permanecer por um periodo de 1
minuto, repetido por trés vezes, foram selecionados para forma¢do randomica dos
grupos que participaram dos experimentos (UCHIHASHI et al.,1993; KO et al., 1999;
KUMON et al., 2010).

e ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Microscopia de Luz

Os camundongos foram eutanasiados em numero de 3 (trés) por ponto de escolha.

Seccoes do musculo esquelético (isquiotibiais e triceps sural) e miocardio foram

coletadas e fixadas em formol a 10%. Os tecidos foram incluidos em parafina e obtidas
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laminas de 5 pm coradas por hematoxilina-eosina para estudo histopatologico (musculo
esquelético e miocardio). A presenca de ninhos parasitarios foi quantificada a partir da
contagem de 100 campos, no aumento de 400x e a aquisicdo das imagens para
construgdo das pranchas histoldgicas no aumento de 200x. Ambas as analises foram

realizadas pelo microscopio Olympus BX51®

e ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram representados como a média ou mediana +/- desvio padrao
e intervalo interquartil, respectivamente e analisados pelo pacote estatistico GraphPad
PRISM 5.0 através do teste ¢t de Student para dados paramétricos ¢ Mann-Whitney
Wilcoxon para dados ndo-paramétricos. Foi admitido um nivel de significancia de P<

0,05.
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RESULTADOS

v CepaY

e SOBREVIDA CUMULATIVA

A avaliagdo da sobrevida cumulativa entre os grupos durou até o 14° dia, periodo do
experimento onde todos os animais do grupo infectado foram a 6bito (Fig.1). O inicio
deste processo se deu a partir do 12° dia de infeccdo com perda de trés animais. No 13°
dia de experimento ndo foi possivel a continuacdo das avaliagdes de funcdo motora
devido ao obito de seis animais, desta forma, inviabilizando analise estatistica dos testes

de fungao locomotora entre os grupos a partir deste dia.

100 - 8
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Dias de Infecgao
Figura 1. Grafico de sobrevida dos animais (Mus musculus) durante o periodo
do experimento realizado com a cepa Y de Trypanosoma cruzi na fase aguda.

Obito dos animais do grupo infectado nos dias 12 (3 animais), 13 (6 animais) e
14 (4 animais), n=13.
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e PARASITEMIA

A avaliacdo da quantidade de parasitos circulantes no sangue foi iniciada a partir
do 6° dia de infec¢do (Fig.2). No 11° dia pode-se observar aumento consideravel do
numero de parasitos, atingindo seu pico no 12° dia. A quantidade de tripomastigotas
circulantes no sangue nos 13° e 14° dias mantiveram-se entre 90-100 no total de 50
campos analisados. A redugdo da parasitemia nao foi observada devido ao 6bito dos

animais como observado no grafico de sobrevida.

N° de parasitos

] ] ]
(]

! !
§ £ & & 8 8 8

Dias de infecgao

Figura 2. Grafico representando a parasitemia em camundongos infectados
com a cepa Y do Trypanosoma cruzi por 14 dias em 50 campos analisados
diariamente a partir do 6° dia de infec¢do, n=3 animais/dia.
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e NINHOS DE AMASTIGOTAS

A presenca de ninhos de amastigotas no coragdo, isquiotibiais e triceps sural
foram analisados durante o 7° e 12° dpi (Tabela.1). Na primeira semana, apenas
raros ninhos foram encontrados nos musculos isquiotibiais, porém, sem
significancia estatistica comparada ao coragdo e triceps sural. No 12° dia, alto
parasitismo foi encontrado em todos os tecidos analisados com aumento
significativo quando comparado ao 7° dpi. Nos musculos isquiotibiais, foi observada
a maior quantidade de ninhos entre os tecidos avaliados no 12° dpi com diferenca

significativa quando comparado ao tecido muscular cardiaco.

Tabela 1. Quantidade de ninhos de amastigotas no musculo
esquelético e cardiaco infectados pela cepa Y.

MUSCULOS DIAS POS - INFECCAO

7 12
Coracdo 0,0 £ 0,0 31,7 £ 7,9%°
Isquiotibiais 0,6 +£1,8 72,8 £ 23,7%°
Triceps sural 0,0 £0,0 35,1 + 13,6°

@: diferenca na coluna (p <0,05); . diferenca com os valores do7°
dpi (p <0,05).
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e AVALIACAO DA QUANTIDADE DE QUADRADOS
PERCORRIDOS - TESTE DO CAMPO ABERTO (OPEN
FIELD)

A mensuragdo da quantidade de quadrados percorridos durante o teste do campo
aberto (‘Open Field’) foi o parametro da fun¢do locomotora mais sensivel para
demonstrar os efeitos da fase aguda da infec¢do chagésica experimental com a cepa Y
sobre o desempenho locomotor do grupo infectado (Fig.3). A partir do 7° dia de
infeccdo houve reducdo significativa dos quadrados percorridos entre os grupos de
acordo com o teste t de Student, P< 0,05. A quantidade de deslocamento no campo
aberto reduziu progressivamente até o 12° dia, etapa caracterizada por alta mortalidade,
pico parasitémico, maior quantidade de ninhos de amastigotas e piora no estado geral

dos animais.
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Figura 3. Mensuracdo da capacidade locomotora pela quantificagdo de
quadrados percorridos entre o grupo infectado com a cepa Y do Trypanosoma
cruzi ¢ o grupo controle (sem infec¢do) durante avaliagdo no teste do campo
aberto, n=13. Valores expressos em média (teste t de Student, * P< 0,05).
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e AVALIACAO DA FREQUENCIA DE EVENTOS DE
ORIENTACAO VERTICAL - TESTE DO CAMPO ABERTO
(OPEN FIELD)

Desde o 7° dia de infec¢do pode-se notar uma diferenca entre os grupos no grafico
(Fig.4), porém, somente a partir do 9° dia esta diferenga tornou-se significativa de
acordo com o teste t de Student, P< 0,05. Neste periodo os animais do grupo infectado
demonstraram uma menor capacidade de explorar o ambiente, caracterizado por uma
menor quantidade de apoio sobre as patas posteriores posicionando o corpo no sentido

vertical durante o teste do campo aberto.
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Figura 4. Frequéncia de eventos de apoio nas patas posteriores entre o grupo
infectado com a cepa Y do Trypanosoma cruzi € o grupo controle (sem infecgdo)
durante avaliacdo no teste do campo aberto, n=13. Valores expressos em média
(teste t de Student, * P<0,05).
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e AVALIACAO DA QUALIDADE DA MARCHA - METODO
BMS

A qualidade da locomog¢@o dos animais foi avaliada de acordo com o escore
proposto pela escala de Basso (BMS), e, pode-se observar que os grupos mantiveram a
qualidade da marcha normal, representado por nove pontos no escore, até o 8° dia de
avaliagdo (Fig.5). Decorrido esse periodo, o grupo infectado apresentou menores
pontuagdes no escore com declinio significativo da qualidade da marcha de acordo com
teste de Mann-Whitney-Wilcoxon, * P< 000,1. Do 9° ao 11° dia os animais apresentaram
uma mediana de 8 pontos, caracterizada pela perda da capacidade de sustentacdo da
cauda e, com leve instabilidade de tronco. No ultimo dia de avaliacdo, além do
comprometimento da cauda, notou-se a grave instabilidade de tronco, representada pela

pontuagao 7 no escore.
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Figura 5. Quantidade de pontos obtidos pelo grupo infectado com a cepa Y do
Trypanosoma cruzi e o grupo controle (sem infec¢do) no escore apos andlise pela
BMS, n=13. Valores expressos em mediana (teste de Mann-Whitney-Wilcoxon,
* P< 000,1).
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e AVALIACAO DA QUALIDADE DA MARCHA - METODO
BMS

Os componentes que possibilitam uma locomogao quadriapede normal foram
avaliados de acordo com o subescore proposto pela escala BMS (Fig.6). Pode-se
observar que como no escore, o subescore dos animais controle se manteve com a
pontuacdo maxima (11 pontos), porém, nos animais infectados, a partir do 9° dia houve
uma queda para 10 pontos (representado pela incapacidade de sustentagdo a cauda),
durante o 10° e o 11° dia observa-se um platdé de pontuagdao nove devido a instabilidade
de tronco leve associada a incapacidade de sustentar a cauda. No ultimo dia de analise,
foi observada a menor pontuagdao durante o periodo do experimento, caracterizada por
incapacidade de sustentacdo do quarto posterior (regido dos membros posteriores e
pelve proxima da base da cauda) e perda da capacidade em manter o calcanhar, joelho e
base da cauda acima do solo durante a marcha, definida como instabilidade de tronco
grave, que impossibilita o deslocamento normal dos animais. Do 9° ao 12° dias a
diferenga entre os grupos foi significativa de acordo com teste de Mann-Whitney-

Wilcoxon, * P< 000,1.

104 -o—- Normal
9+ Infectado

Pontos no subescore
(<]
[

c L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) T
PR JR J PR PR PR PR FRK - P PR P4
Q‘oo‘oo‘o0‘00‘00‘00‘00‘00‘00‘°0‘00\°0‘
NG DS ko oA O N\
Dias de Infecgao

Figura 6. Quantidade de pontos obtidos pelo grupo infectado pela cepa Y do
Trypanosoma cruzi € o grupo controle (sem infeccdo) no subescore apos
analise pela BMS, n=13. Valores expressos em mediana (teste de Mann-
Whitney-Wilcoxon, * P<000,1).
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e COORDENACAO/EQUILIBRIO MOTOR — ROTA-ROD

O grupo infectado apresentou dificuldade para manter a coordenacdo e o equilibrio
na barra giratdria do Rota-Rod nos dois ultimos dias de avaliacdo (Fig.7). Pode-se
observar que até o 10° dia de experimento ndao houve alteragdo do pardmetro
supracitado entre os grupos. Somente no 11° e 12° dias, os animais do grupo
experimental apresentaram diminuicao significativa do tempo de permanéncia na barra
giratéria quando comparado ao grupo normal de acordo com teste de Mann-Whitney-
Wilcoxon, * P< 0,05. No ultimo dia de avaliagdo, os animais infectados perderam a
capacidade de se manter na barra giratdria, provavelmente devido ao comprometimento
da postura dindmica na metade posterior do corpo (instabilidade de tronco grave

associada a perda do controle da cauda descrito pela BMS).
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Figura 7. Tempo, em segundos, do grupo infectado com a cepa Y do Trypanosoma
cruzi € o grupo controle (sem infec¢do) submetidos a avaliagdo pelo Rota-Rod,
n=13. Valores expressos em mediana (teste de Mann-Whitney-Wilcoxon, * P<
0,05).
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e EVENTOS DE ‘GROOMING’

Durante o teste do campo aberto os grupos apresentaram aumento na frequéncia de
eventos de reagdes de auto-higiene durante a primeira semana de avaliacao (Fig.8). Na
segunda semana, este padrdo oscilou entre menor (8° dia) e maior (9° dia) nimero de
episodios nos dois grupos. Apenas no 12° dia houve diferenca significativa de acordo

com o teste t de Student, * P<0,05.
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Figura 8. Quantidade de eventos de ‘grooming’ comparando o grupo infectado com
acepa Y do Trypanosoma cruzi e o grupo controle (sem infec¢do) durante o teste do
campo aberto, n=13. Valores expressos em média (teste t de Student, * P<0,05).
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e FREQUENCIA DE EVACUACOES

Variagdes significativas na quantidade de bolos fecais presente sobre a plataforma
do campo aberto durante os dois minutos de avaliagdo da funcdo locomotora entre os
dois grupos foi observado no 1°, 6° e 11° dias apds a infec¢do, de acordo com o teste t
de Student, * P< 0,05 (Fig.9). Em todos os dias citados o grupo normal apresentou maior

frequéncia de evacuacgdes.
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Figura 9. Quantidade de bolos fecais do grupo infectado com a cepa Y do
Trypanosoma cruzi e o grupo controle (sem infec¢do) apds avaliagdo no teste do
campo aberto, n=13. Valores expressos em média (teste t de Student, * P<0,05).
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e FREQUENCIA DE MICTURICAO

Durante o periodo do experimento houve diferenca significativa na frequéncia de
micturi¢do de urina sobre a plataforma do campo do aberto apenas no segundo dia de
experimentos de acordo com o teste ¢t de Student, * P< 0,05 (Fig.10). Neste dia, foi

detectado maior frequéncia no grupo de animais infectados.
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Figura 10. Quantificagdo da frequéncia de micturicdo no campo aberto comparando
grupo infectado com a cepa Y do Trypanosoma cruzi € o grupo controle (sem
infec¢dao) apds avaliacdo no teste do campo aberto, n=13. Valores expressos em
média (teste ¢ de Student, * P <0,05).
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e ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

Os animais infectados pela cepa Y foram eutanasiados no 7° e 12° dpi. Na primeira
semana, sinais de inflamacdo e parasitismo tecidual foram escassos, 0s animais
apresentaram raros ¢ discretos focos inflamatdrios no miocardio, assim como alteragdes
focais nos musculos isquiotibiais representadas por infiltrado inflamatério intersticial,
leve infiltrado perivascular mononuclear e ninhos de amastigotas sem reacdo
inflamatoria. Porém, ndo foram observadas mudangas no musculo triceps sural neste
periodo. No 12° dpi. o tecido cardiaco apresentou numerosos ninhos de pequeno
tamanho, sem reagdo inflamatdoria. Mudangas mais acentuadas puderam ser observadas
no musculo esquelético. Nos isquiotibiais houve grande presenca de amastigotas intra e
extracelular associado a ruptura de fibras musculares e no musculo triceps sural grandes
ninhos de amastigotas ao longo das fibras musculares e tecido fibroadiposo intersticial
foi encontrado. Desta forma, a gravidade das alteracdes esteve associada com a

evolucao da infec¢ao.
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e ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS 7° DPI

Figura 11. Histologia representativa do miocardio e musculo esquelético do grupo controle
(A, C, D) e infectado pela cepa Y do T. cruzi (B, E, F, G, H) no 7° dpi. A: miocardio do
grupo controle. B: miocardio com raros e discretos focos inflamatérios. C, D: musculo
esquelético (isquiotibiais e triceps sural, respectivamente) do grupo controle apresentando
caracteristicas normais. E, F, G: alteracdes focais nos musculos isquiotibiais representadas
por infiltrado inflamatorio intersticial, leve infiltrado perivascular mononuclear e ninhos de
amastigotas sem reagdo inflamatoria. H: Os animais infectados ndo apresentaram alteracdes
histopatologicas no musculo triceps sural. H & E 200X.
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® ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS 12° DPI
. ~\\~._\ '

Figura 12. Histologia representativa do miocardio e musculo esquelético do grupo
controle (A, C) e infectado pela cepa Y do T. cruzi (B, D, E, F, G, H) no 12° dpi. A:
miocardio do grupo controle. B: presenca de numerosos ninhos de pequeno tamanho
sem reacdo inflamatéria no miocardio. C: musculo esquelético do grupo controle
apresentando caracteristicas normais. D, E, F: colecdo de amastigotas intra e
extracelular, presenca de ninhos parasitarios com ruptura de fibras musculares
(isquiotibial). G, H: musculo triceps sural apresentando grandes ninhos de
amastigotas ao longo das fibras musculares e tecido adiposo associado ao tecido
fibroso no intersticio. H & E 200X.
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v Cepa Colombiana

e SOBREVIDA CUMULATIVA

A taxa de sobrevida cumulativa manteve-se inalterada durante todo o periodo de
analise (Fig. 13). Neste experimento, a sobrevivéncia dos animais do grupo infectado
pela cepa Colombiana ndo foi o principal determinante para conclusdo da avaliagdo

locomotora.
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Figura 13. Gréfico de sobrevida dos animais (Mus musculus) durante o
periodo do experimento realizado com a cepa Colombiana de Trypanosoma
cruzi na fase aguda. Os animais do grupo infectado ndo foram a dbito. N=13.
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e PARASITEMIA

O aumento da quantidade de parasitos circulantes no sangue ocorreu a partir do
11° dia de infec¢ao com rapida elevagdo entre o 18° e 24° dia e apresentando seu
pico no 26° dia (Fig.14). A redu¢do da parasitemia ocorreu gradativamente até o 43°

dia sendo observado novo pico parasit€émico no 34° dia pds-infecgao.
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Figura 14. Grafico representando a parasitemia em camundongos infectados
com a cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi por 43 dias em 50 campos
analisados diariamente a partir do 7° dia de infec¢do, n=3 animais/dia.

31



e NINHOS DE AMASTIGOTAS

A presenca de ninhos de amastigotas no coragdo, isquiotibiais e triceps sural foi
analisada durante o 7°, 26° e 32° dpi (Tabela.2). Durante a primeira semana a
presenga de ninhos parasitarios ndo foi observada. No 26° dia o musculo triceps
sural apresentou maior presenga de ninhos de amastigotas quando comparado ao
coragdo e isquiotibiais. Neste dia foi observado o maior grau de parasitismo dos trés
tecidos avaliados com diferenca significativa entre os dias analisados. No 32° dia
houve reducgdo significativa da presenca dos ninhos no musculo esquelético e
cardiaco comparado ao 26° dpi. O musculo triceps sural apresentou menor

parasitismo nesta fase.

Tabela 2. Quantidade de ninhos de amastigotas no musculo esquelético e
cardiaco infectados pela cepa Colombiana.

MUSCULOS DIAS POS - INFECCAO

7 26 32
Coracgdo 0,0 +£0,0 9,8 £2,7° 0,8 £0,4“¢
Isquiotibiais 0,0 £0,0 6,0 +2,5° 1,8+ 0,89
Triceps sural 0,0 £0,0 11,75 £ 1,2%° 0,3 £ 0,299

?:diferenca na coluna-26° dpi (p <0,05); b:diferenga na coluna-26° dpi (p <0,05);
¢:diferenca na coluna-32° dpi (p <0,05); d:diferenga na coluna-32° dpi (p <0,05);
¢:diferenga com os valores do 26° dpi (p <0,05).
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e AVALIACAO DA QUANTIDADE DE LOCOMOCAO - TESTE
DO CAMPO ABERTO (OPEN FIELD)

A quantidade de locomocao foi o parametro mais sensivel a fase aguda da infecg¢ao
para chagésica experimental pela a cepa Colombiana sobre o desempenho locomotor do
grupo infectado. Desde a primeira semana de avaliagdo o grupo infectado apresentou
reducdo significativa na quantidade de quadrados percorridos no 2° e 5° dia de infeccao
(Fig.15). A partir do 7° dia a redug¢do da quantidade de locomog¢do dos animais
infectados manteve-se significativa até o 43° dia de avaliacdo de acordo com o teste t de

Student, * P<0,05).

-o—- Normal
80- Infectado

=)
S
1
5
-;L
o

S
(=}
[
1

Quadrados percorridos
N
<
A\

c ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
QER T 5 8 S AN ISP B S
Dias de Infeccéao

Figura 15. Mensuragdo da capacidade locomotora pela quantificacdo de
quadrados percorridos entre o grupo infectado com a cepa Colombiana do
Trypanosoma cruzi € o grupo controle (sem infec¢do) durante avaliagdo no teste
do campo aberto, n=13. Valores expressos em média (teste t de Student, * P<
0,05).
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e AVALIACAO DA FREQUENCIA DE EVENTOS DE
ORIENTACAO VERTICAL - TESTE DO CAMPO ABERTO
(OPEN FIELD)

A comparacdo entre os grupos demonstrou diferenca desde a primeira semana de
avaliacdo (Fig.16). Apos o 10° dia de infeccao houve diferenga significativa quanto a
capacidade do grupo infectado de orientar verticalmente o corpo em apoio nas patas
posteriores até o pentltimo dia de avaliagdo de acordo com o teste t de Student, * P<

0,05.
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Figura 16. Frequéncia de eventos de apoio nas patas posteriores entre o grupo
infectado com a cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi e o grupo controle (sem
infeccdo) durante avaliagdo no teste do campo aberto, n=13. Valores expressos
em média (teste t de Student, * P<0,05).
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e AVALIACAO DA QUALIDADE DA MARCHA - METODO
BMS

O aspecto geral da locomog¢dao da marcha dos animais foi avaliado de acordo
com o escore proposto pela escala de Basso para camundongos (Basso Mouse Scale —
BMS), e, pdde-se observar que os grupos mantiveram a qualidade da marcha normal,
representado por nove pontos no escore, até o 21° dia de avaliagdo (Fig.17). Decorrido
esse periodo, o grupo infectado apresentou declinio significativo da qualidade da
marcha representado pela pontuagdo oito no escore de acordo com o teste de Mann-
Whitney-Wilcoxon, * P< 000,1. Esta condi¢do foi caracterizada pela incapacidade de
sustentacdo da cauda e/ou leve instabilidade de tronco e se manteve até o 43° dia de

infecgao.
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Figura 17. Quantidade de pontos obtidos pelo grupo infectado com a cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi € o grupo controle (sem infec¢ao) no escore
apos andlise pela BMS, n=13. Valores expressos em mediana (teste de Mann-
Whitney-Wilcoxon, * P< 000,1).
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e AVALIACAO DA QUALIDADE DA MARCHA - METODO
BMS

Os detalhes finos da qualidade da marcha, componentes que possibilitam uma
locomogdo quadripede normal, foram avaliados de acordo com o subescore proposto
pela escala BMS. O subescore dos animais infectados se manteve com a pontuacio
maxima (11 pontos) até o 20° dia de avaliagdo, no 21° dia houve uma queda para 10
pontos (representado pela incapacidade de sustentar a cauda) e a partir do 23° dia
observa-se reducao do subescore para 9 pontos (devido a instabilidade de tronco leve
associado a incapacidade de sustentar a cauda) que se mantém até o ultimo dia de
avaliacdo exceto no 40° dia onde houve elevacao pontual do subescore para 10 pontos

de acordo com o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon, * P<000,1 (Fig.18).
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Figura 18. Quantidade de pontos obtidos pelo grupo infectado pela cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi € o grupo controle (sem infeccao) no
subescore apds analise pela BMS, n=13. Valores expressos em mediana (teste
de Mann-Whitney-Wilcoxon, * P< 000,1).
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e COORDENACAO/EQUILIBRIO MOTOR — ROTA-ROD

A avaliacdo da coordenacdo e equilibrio dindmico na barra giratéria do Rota-Rod
ndo apresentou diferenga entre os grupos durante o curso do experimento. Os animais
do grupo infectado seguiram o mesmo padrdo do grupo normal mantendo o tempo
maximo de permanéncia no equipamento durante os 43 dias de infec¢do (Fig.19). Desta
forma, demonstrando que a avaliacdo pela barra giratoria a 5 rpm nao foi capaz de

detectar diferenca entre os grupo ao longo da infecgao.
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Figura 19. Tempo, em segundos, do grupo infectado com a cepa Colombiana do
Trypanosoma cruzi e o grupo controle (sem infec¢do) submetidos a avaliag@o pelo
Rota-Rod, n=13. Valores expressos em mediana (teste de Mann-Whitney-

Wilcoxon, ndo houve diferenca estatistica).
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e EVENTOS DE ‘GROOMING’

Durante o teste do campo aberto os grupos apresentaram oscilagao na quantidade de
eventos de reacdes de auto-higiene durante os 43 dias de avaliacdo (Fig.20). Apenas no
7° e 19° dia o grupo infectado apresentou mais episddios de ‘grooming’ e o grupo

controle no 32° e 43° dia pos-infeccao de acordo com o teste t de Student, * P<0,05.
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Figura 20. Quantidade de eventos de ‘grooming’ comparando o grupo infectado
com a cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi € o grupo controle (sem infecgdo)
durante o teste do campo aberto, n=13. Valores expressos em média (teste t de
Student, * P<0,05).
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e FREQUENCIA DE EVACUACOES

O grupo nao infectado apresentou variagdes significativas na quantidade de bolos

fecais sobre a plataforma do campo aberto durante os dois minutos de avaliagdo da

fun¢do locomotora entre os grupos no 5° e 19° dias apds a infec¢do de acordo com o

teste t de Student, * P< 0,05 (Fig.21).
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Figura 21. Quantidade de bolos fecais do grupo infectado com a cepa Colombiana
do Trypanosoma cruzi e o grupo controle (sem infec¢do) apds avaliagdo no teste do
campo aberto, n=13. Valores expressos em média (teste t de Student, * P< 0,05).
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e FREQUENCIA DE MICTURICAO

Durante o periodo do experimento houve diferenca significativa na frequéncia
de micturi¢do sobre a plataforma do campo aberto apenas no quinto dia apos a
infeccao (Fig.22). Neste dia, o grupo infectado apresentou maior frequéncia

comparado ao grupo normal de acordo com o teste t de Student, * P <0,05.
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Figura 22. Quantificacao da frequéncia de micturicao no campo aberto comparando
grupo infectado com a cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi e o grupo controle
(sem infeccdo) apds avaliagdo no teste do campo aberto, n=13. Valores expressos
em média (teste t de Student, * P <0,05).
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e ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

Os animais infectados pela cepa Colombiana foram eutanasiados no 7°, 26° e 32°
dpi. Durante a primeira semana, ndo houve presenca inflamagdo ou parasitismo tecidual
no miocardio e triceps sural, entretanto, lesdes inflamatérias focais, sinais de
centralizagdo nuclear e infiltrado perivascular e intersticial leve foi observado em fibras
musculares dos isquiotibiais. No 26° dia o tecido muscular cardiaco apresentou
infiltrado inflamatoério difuso com sinais de necrose focal e presenca de ninhos
parasitarios. O musculo esquelético apresentou intenso infiltrado inflamatorio,
centralizacdo nuclear, ninhos parasitarios e degeneracdo focal de algumas fibras.
Infiltrado mononuclear difuso e focal foi observado no tecido muscular cardiaco com 32
dias de infeccdo. Neste periodo, o musculo esquelético apresentou infiltrado
inflamatorio intenso e difuso, centraliza¢do nuclear, substitui¢do de fibras musculares
por tecido adiposo e fibroso e raros ninhos de amastigotas. Os animais infectados
apresentaram evolugdo progressiva das alteragdes morfoldgicas descritas com maior

comprometimento do musculo esquelético.
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e ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS 7°DPI

Figura 23. Histologia representativa do miocérdio e musculo esquelético do grupo
controle (A, C, G) e infectado pela cepa Colombiana do 7. cruzi (B, D, E, F, H) no
7° dpi. A: miocéardio do grupo controle. B: ndo foi observado foco inflamatdrio ou
ninhos parasitarios no miocardio do grupo infectado pela cepa Colombiana. C:
musculo esquelético (isquiotibiais) do grupo controle apresentando caracteristicas
normais. D, E, F: lesdes inflamatdrias focais sem a presenga de ninhos, infiltrado
perivascular e intersticial leve, presenca de centralizacdo nuclear em algumas fibras
musculares nos isquiotibiais. G, H: musculo triceps sural apresentando
caracteristicas normais no grupo controle e cepa Colombiana respectivamente. H &
E 200X.
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ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS 26°DPI

Figura 24. Histologia representativa do miocardio e musculo esquelético do grupo
controle (A, C) e infectado pela cepa Colombiana do 7. cruzi (B, D, E, F, G, H) no
26° dpi. A: miocardio do grupo controle. B: miocardio com infiltrado inflamatério
difuso apresentando 4area de necrose focal e presenga de ninho parasitario. C:
musculo esquelético do grupo controle apresentando caracteristicas normais. D, E:
musculos isquiotibiais apresentando infiltrado focal e intenso, centraliza¢ao nuclear,
ninhos parasitarios e substituicdo do midcito por tecido inflamatério. F, G, H:
intenso infiltrado mononuclear, presenca de ninhos de amastigotas, centralizacao
nuclear e degeneracdo de fibras musculares no musculo triceps sural. H & E 200X.
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e ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS 32°DPI
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Figura 25. Histologia representativa do miocardio e musculo esquelético do grupo
controle (A, D) e infectado pela cepa Colombiana do 7. cruzi (B, C, D, E, F, G, H)
no 32° dpi. A: miocardio do grupo controle. B, C: miocardio com infiltrado
mononuclear difuso e focal. D: musculo esquelético do grupo controle apresentando
caracteristicas normais. E, F: intenso infiltrado mononuclear intersticial, substituigao
de fibras musculares por tecido adiposo e fibroso, miofibras apresentando
centralizagdo nuclear e raros ninhos de amastigotas nos isquiotibiais. G, H: musculo
triceps sural apresentando intenso infiltrado, centralizacdo nuclear e apesar da
presenca de poucos amastigotas na analise quantitativa, um extenso ninho
parasitario pode ser observado na imagem H. H & E 200X.
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DISCUSSAO

A infeccdo chagasica pelas cepas Y e Colombiana induziu a mudangas
quantitativas e qualitativas no desempenho locomotor dos animais infectados. Ambos os
grupos apresentaram padrdes caracteristicos na atividade locomotora e comportamento
exploratorio durante a evolucao das infeccdes quando submetidos a andlise pelos testes
do campo aberto, na ‘Basso Mouse Scale’ (BMS) e Rota rod.

Os resultados deste estudo indicam que a quantidade de quadrados percorridos
durante o teste do Campo Aberto foi o paradmetro que primeiro detectou, no 7° dia pos-
infeccdo, diferenca na locomog¢do dos animais de ambos os grupos infectados. A
infeccdo pela cepa Y promoveu redugdo progressiva da exploracdo do Campo Aberto
até o 12° dia enquanto os animais infectados pela Colombiana apresentaram menor
quantidade de quadrados percorridos do 7° ao 43° dia. As alteracdes biomecanicas
obervadas durante a marcha dos animais infectados surgiram a partir do 9° dia para cepa
Y e 21° dia para cepa Colombiana. A dificuldade no controle da cauda foi o primeiro
evento observado a partir da avaliacdo pelo método BMS, esta, precedendo a
instabilidade de tronco leve em ambos os grupos com o avanco da infec¢do. Os
camundongos infectados pela cepa Y apresentaram, no ultimo dia de avaliagdo, grave
instabilidade de tronco representada por incapacidade de sustentagdo da cauda acima do
solo e grande oscilagdo da regido posterior do tronco.

Os achados locomotores estiveram associados a taxa de sobrevida cumulativa,
parasitemia e aspectos morfologicos do miocardio e musculo esquelético. A alta
mortalidade dos animais infectados pela cepa Y e a redugao significativa da parasitemia
no grupo cepa Colombiana foram os principais determinantes para interrup¢do das
avaliagoes locomotoras. O 7° dia do grupo cepa Y foi marcado por baixa parasitemia, a
presenga de raros ninhos de amastigotas nos musculos isquiotibiais e discretos focos
inflamatorios no miocardio e musculos isquiotibiais. O 12° dia deste grupo, marcado por
grande piora do desempenho locomotor em todas as avaliagdes, apresentou correlacio
com o inicio do oObito dos animais, pico parasitémico, alto parasitismo tecidual e
alteragdes morfoldgicas mais acentuadas no musculo esquelético.

O 7° dia do grupo cepa Colombiana, inicio das alteragdes no Campo Aberto, foi
marcado por baixa parasitemia, sem a presenc¢a de ninhos de amastigotas nos tecidos

avaliados e infiltrado inflamatdrio focal nos musculos isquiotibiais. A partir do 21° dia,

45



os animais deste grupo também apresentaram piora na qualidade da marcha, onde, no
26° dia esteve correlacionado com o pico parasit€émico, maior presen¢a de ninhos de
amastigotas e intenso infiltrado inflamatério. O 32° dia confirmou a evolugdo
progressiva das alteragdes morfologicas com a presenca de infiltrado inflamatério
difuso e intenso e sinais de substituicdo de fibras musculares esqueléticas por tecido
adiposo e fibroso. Nesta etapa foram encontrados raros ninhos de amastigotas, houve
reducdo da parasitemia e manuten¢do do padrdo locomotor observado no 26° dia que se
perpetuou até o 43° dia.

Alteragdes etoldgicas em animais infectados podem promover o ciclo de
diferentes espécies de parasitos. Caes infectados com o virus da raiva sdo agressivos €
mordem (transmitindo o patégeno), quando infectados por Leishmania infantum ou L.
donovani se locomovem pouco (desenvolvendo onicogrifose) e, animais com alopecia
sdo mais sujeitos ao ataque pelos flebotomineos (MOORE, 2002). Em contrapartida, o
parasitismo por Toxoplasma gondii produz maior inquietacdo e movimentagao,
favorecendo o predatismo do roedor (VANNIER-SANTOS & LENZI 2011).

Fiore et al., (1996) forneceram evidéncias de que a infec¢do por Schistosoma
mansoni afetou o perfil comportamental de camundongos fémeas, evidenciado por
mudancas na atividade locomotora no campo aberto, no teste do campo claro/escuro,
sensibilidade a dor sobre a placa quente, além de, reducdo do peso corporal e aumento
do ‘grooming’. Os efeitos comportamentais da cepa ANKA de Plasmodium berghei
foram avaliados através do protocolo de avaliagdo SHIRPA, que a partir de uma série de
observagoes fornece um perfil comportamental e funcional através da observagdo do
desempenho individual. Lalonde et al., (2005), verificaram uma associagcdo temporal
entre os parametros inflamatorios no SNC de camundongos infectados e as alteragdes
neurologicas que precederam as mudangas comportamentais neuro-motoras do
protocolo de avaliagdo SHIRPA. Ademais, a associagdo entre este protocolo e os niveis
de parasitemia pode ser utilizada no prognostico da doenga infecciosa cerebral por P.
berghei (Cepa ANKA) em camundongos C57Bl/6 (LACERDA-QUEIROZ et al., 2010).

A associagdo entre parametros como parasitemia, mudangas morfoldgicas e
bioquimicas com exames comportamentais surge como um padrdo mais completo de
avaliagdo da evolug¢do das infecgdes parasitdrias na medida em que correlacionam
aspectos microscopicos, moleculares e celulares com caracteristicas clinicas
macroscopicas inerentes as necessidades fundamentais de sobrevivéncia dos animais

como capacidade de deslocamento, forga, flexibilidade e sensibilidade.
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A relacdo entre a infec¢ao chagasica experimental e caracteristicas locomotoras,
comportamentais e histopatoldgicas tem sido descrita ha muito tempo. O modelo de
infec¢do cronica pela cepa Colombiana pode induzir a menor atividade locomotora
espontanea associada a fraqueza muscular, menor peso corporal, dificuldade respiratoria
durante a avaliacdo e lesdes histopatologicas no musculo esquelético e cardiaco
(FEDERICI et al., 1964). Animais infectados pela cepa Tulahuén apresentaram
degeneracdo e desintegracao da jun¢do neuromuscular do quadriceps, diminuicdo da
bainha de mielina no nervo isquidtico e presenga degeneracdo € necrose no corno
ventral na medula espinal lombar (MOLINA et al., 1987). Os trabalhos supracitados sao
corroborados pelos achados deste estudo onde, em dois modelos utilizados (Cepas Y e
Colombiana), a infec¢do chagasica aguda induziu modificacdes do comportamento
locomotor associado ao aumento da carga parasitdria e alteracdes morfologicas dos
musculos estudados.

O teste do campo aberto alcangou o status de um dos instrumentos mais
amplamente utilizados em estudos sobre comportamento animal. Sua popularidade se
deve em grande parte a simplicidade do aparelho e pela facilidade de mensurar
comportamentos definidos. Em adicional, esta avaliagdo ¢ sensivel a variagdes
genéticas, manipulagdes fisioldgicas e farmacologicas (WALSH & CUMMIS, 1976).
Caradonna & Pereiraperrin, (2009) demonstraram que independente da fase da infeccao,
os animais infectados pelo 7. cruzi podem exibir uma diminuicdo na atividade
locomotora durante o teste do campo aberto. Tais resultados foram obtidos com a
linhagem C57BL/6, a qual ¢ resistente a meningoencefalite aguda, indicando que a
dificuldade locomotora ndo esta associada com inflamacdo do SNC, mas, ¢ um
resultado direto da infeccao pelo 7. cruzi como observado neste estudo. A infecgdo pela
cepa Y e Colombiana pode reduzir a capacidade locomotora e de exploragao no teste do
campo aberto nas fases aguda e cronica, assim como, aumentar o tempo de imobilidade
durante o teste do nado forgado e suspensdao da cauda na fase aguda (Cepa Y e
Colombiana) e cronica (Cepa Colombiana) (VILAR-PEREIRA et al., 2012).

A exposicao repetida ao campo aberto pode influenciar os comportamentos de
algumas espécies de roedores (BOLIVAR et al., 2000). O padrdo mais comum nas
avaliagOes iniciais ¢ o aumento de comportamentos relacionados ao medo, como
estiramento do corpo e atividade nos cantos e paredes do campo aberto. No entanto,
com a repeticdo dos testes, mais exploragdo e atividade locomotora ¢ observado

(CHOLERIS et al., 2001). Neste estudo, o grupo controle apresentou menor quantidade
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de eventos locomotores nos primeiros dias de avaliagdo, assim como, 0s eventos
associados a ansiedade e medo apresentaram maior frequéncia nesta etapa, e,
posteriormente, houve inversao deste padrao ao longo dos dias. Os grupos infectados
apresentaram comportamento semelhante em relacao aos eventos de medo e ansiedade,
porém, houve reducado significativa da quantidade movimenta¢do no campo aberto apds
a primeira semana de infecgao.

Estudos sobre a andlise de fatores de comportamento no campo aberto
geralmente apontam para trés eventos mais significativos, porém, tais fatores podem
variar entre os estudos. O total de quadrados cruzados (CRUSIO & SCHWEGLER,
1987; RAMOS et al., 1997; JAHKEL et al., 2000), orientagdo vertical (JAHKEL et al.,
2000), locomogdo no espago central (RAMOS et al., 1997), ‘freezing” (JAHKEL et al.,
2000), ‘grooming’ (CRUSIO & SCHWEGLER, 1987) e frequéncia de evacuagdo
(CRUSIO & SCHWEGLER, 1987; RAMOS et al., 1997) sao os fatores mais citados.
Com base nos diferentes estudos, a capacidade de cruzar as linhas e quadrados do
campo aberto € o fator que mais se repete nos trabalhos como um dos principais fatores
de analise comportamental, porém, com niveis de varidncia diferente (CRUSIO &
SCHWEGLER, 1987, RAMOS et al., 1997; JAHKEL et al., 2000). Este achado
corrobora os relatos de que a quantidade de quadrados percorridos no campo aberto foi
a primeira variavel a detectar modificagdes no padrao locomotor dos grupos infectados
no presente estudo.

Durante a avaliagdo do campo aberto os grupos infectados pela cepa Y ¢
Colombiana apresentaram dificuldade em manter a frequéncia de orientacdo vertical
sobre as patas posteriores, onde, no 12° dia os animais infectados pela cepa Y
apresentaram dificuldade para alcancar 4gua e racao nas caixas de armazenamento. Tais
achados podem ocorrer devido a alteragdo da contratilidade muscular tanto na fase
inflamatoéria (30-32 dias) quanto na fase fibrotica (45-47 dias) (RAMIREZ-ARCHILA
et al., 2011) provavelmente devido a acdo de anticorpos especificos para antigenos
musculares e neurais (GONZALEZ-CAPPA, et al., 1987, IOSA et al., 1990). Além
disso, Mirkin et al., (1994) demonstraram que a infec¢do por cepas reticulotropica ou
miotropica estiveram relacionadas a alteragdes eletromiograficas na amplitude, duracao
e percentual de Potenciais de Unidade Motora (PUMs) polifasicos dos musculos
isquiotibiais com sinais de miopatia e desnervacdo em comparagdo a animais normais.
O numero de linhas cruzadas e a frequéncia de elevagdes também podem ser utilizadas

como medidas de exploracdo e ansiedade (WALSH & CUMMINS, 1976). A alta
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frequéncia desses comportamentos indica aumento da locomog¢do e/ou um baixo nivel
de ansiedade (BLANCHARD et al., 2001).

Em nosso estudo, os resultados das mensuragoes de reacdes de auto-
higienizacao, fezes e urina apresentaram modificagdes pontuais na comparagdo entre os
grupos. Este dado reforca a hipdtese de que o prejuizo da locomogdo ocorreu em
consequéncia das lesdes musculares, especialmente no musculo esquelético. Lister,
(1990) demonstrou que as mensuragdes de fezes e urina sdo muitas vezes utilizadas
como medidas de ansiedade, mas a validade da defecacdo como pardmetro desta
avaliacdo tem sido questionada. Uma reducdo da locomog¢do pode aumentar a
defecagdo por ativacao do sistema autonomo (HALL, 1934). No entanto, fezes e urina
em um ambiente novo sao sinais de emotividade, fato que nao deve ser relacionado com
medo ou timidez, ndo havendo relagdo significativa entre medo, mic¢ao e defecagao
medidos no teste do campo aberto (BINDRA & THOMPSON, 1953).

Dificuldade na sustentacdo da cauda e/ou tronco representaram as principais
caracteristicas prejudicadas na marcha dos animais infectados pelas cepas Colombiana e
Y do Trypanosoma cruzi neste estudo. A locomog¢do em camundongos normais,
independentemente da espécie, € tipificada pelo suporte de peso consistente durante a
fase de apoio, um equilibrio adequado do tronco e cauda, ¢ um padrao facilmente
reconhecivel de movimento entre os membros anteriores e posteriores (ENGESSER-
CESAR et al., 2005; BASSO et al., 2006). O controle adequado da cauda compreende a
manuten¢do de sua estabilidade sem a presenca de movimentos no sentido cranio-caudal
ou latero-lateral durante a locomogao, além disso, a pelve curvada, com movimentos de
oscilagdo lateral e/ou inclinagdo associado ao comportamento inadequado da cauda,
descrito acima, ¢ caracterizado como instabilidade leve de tronco (ENGESSER-CESAR
et al., 2005; BASSO et al., 2006).

Com a progressao da doenca de Chagas, mudangas no sistema neuro-motor e
sensorial podem ser encontradas tanto na fase aguda quanto na fase cronica desta
patologia podendo apresentar, em ultima andlise, paralisia flacida dos membros
posteriores de camundongos infectados (GONZALEZ-CAPPA, et al., 1987, LOZAVIO
et al., 1989). Ademais, alguns animais podem apresentar sintomas crescentes da fase
aguda para cronica como tendéncia a cair, adotar movimento circular voltado para o
mesmo lado, andar cifotico, perda do tonus da cauda e paralisia durante a infecgao pela
cepa Colombiana (SILVA et al., 1999) e animais chagasicos com deficiéncia de decay-

accelerating factor 1 (DAF-1) podem apresentar anormalidades na postura e marcha
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com oscilagdo severa do tronco durante a fase cronica (SOLANA et al., 2003). Os
achados supracitados foram observados neste estudo.

Os valores da escala BMS mais observados neste estudo foram de 8 pontos no
escore ¢ 9 ou 10 pontos no subescore apds infeccao pelas cepas Y e Colombiana do 7.
cruzi. As referidas mensuragoes assemelham-se aos resultados encontrados em modelos
de laminectomia no nivel T8-T9 para producdo de grupo controle em estudos sobre
lesdo da medula espinal (KIM et al., 2008; HOSCHOUER et al., 2009). E importante
ressaltar, que os animais infectados pela cepa Y apresentaram instabilidade de tronco
grave, impossibilitando o deslocamento normal durante a avaliagdo, além de, ser
observada a presenca de fezes e urina no quarto posterior pela dificuldade em manté-lo
acima do solo. Tal comprometimento ¢ descrito como a perda da capacidade em manter
o calcanhar, joelho e base da cauda acima do solo durante a marcha (ENGESSER-
CESAR et al., 2005; BASSO et al., 2006). Nossa principal hipdtese ¢ que a associacao
entre o parasitismo tissular, processo inflamatorio e destrui¢do de fibras musculares nos
musculos isquiotibiais e triceps sural ao longo da infec¢do prejudicam a manutengdo da
postura dinamica durante a marcha, especialmente a plantiflexdo com elevagdo do
calcanhar, posicao caracteristica da pata na fase de apoio dos camundongos.

Com base na avaliacdo realizada pelo rota rod, a infec¢ao aguda pela cepa
Colombiana ndo provocou mudancas na capacidade de coordenacdo e equilibrio
locomotor durante todo periodo de avaliagdo, provavelmente devido a baixa rotacdo
utilizada (5 rpm). Em contrapartida, a infec¢do cronica pela cepa Colombiana reduziu
significativamente a atividade locomotora espontanea (2,9 rpm), comparada ao grupo
controle (20,4 rpm) durante avaliacdo realizada em uma roda feita de malha de arame
fixada num eixo de bicicleta, onde os animais caminhavam em periodos de 50 minutos,
2 a 4 vezes por semana (FEDERICI et al., 1964). Neste estudo, o grupo infectado pela
cepa Y apresentou reducao significativa da capacidade em se manter na barra giratoria
do rota rod nos dois ultimos dias de avaliacdo. Especificamente no 12° dia apds a
infecgdo, este grupo apresentou uma média de tempo proximo a zero e alguns animais
estavam tdo comprometidos que ndo foram capazes de se sustentar no equipamento.
Este padrao pode ser obervado em modelos de lesdo medular (ITO et al., 2008), lesdo
cerebral traumatica (LIU et al., 2012) e acidente vascular cerebral (POLLAK et al.,
2012).

Apods uma semana de inicio da infec¢do, a cepa Y do 7. cruzi ocasionou baixa

parasitemia e poucos achados histopatoldgicos no coracdo e triceps sural, porém, nos
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isquiotibiais houve presenga de ninhos parasitarios e infiltrado focal. No 12° dia,
periodo do pico parasitémico e maior taxa de Obitos, numerosos ninhos de pequeno
tamanho sem reagdo inflamatoria foram observados no miocardio. No musculo
esquelético, houve presenga de ninhos de amastigotas com ruptura de fibras musculares
e areas de tecido adiposo associado ao depdsito de coldgeno no intersticio. Borges et al.,
(1992) observaram em camundongos sui¢os infectados com 4x10* tripomastigotas da
cepa Y, pico parasitémico no 9° dia e 6bito de quase todos os animais até¢ o 14° dia. A
Cepa Y provoca lesdes semelhantes em espécies diferentes, e.g. M. musculus ¢ Calomys
callosus, com pouco parasitismo e macrofagos cardiacos na fase inicial e moderada
miocardite e miosite a partir de 10 dias (BORGES et al., 1992, MAGALHAES-
SANTOS et al., 2004). Os musculos diafragma, extensor longo dos dedos, soéleo,
pectineo e psoas estdo sujeitos a presenca de ninhos parasitarios apos a infec¢do pela
cepa Y, especialmente na fase aguda (12 e 20 dias), apresentando maior parasitismo e
processo inflamatério nos musculos séleo e diafragma (MALDONADO et al., 2004).
Ao final da primeira semana de infeccdo do grupo cepa Colombiana, houve
baixa parasitemia e auséncia de amastigotas nos tecidos avaliados. Entretanto,
inflamagao tecidual focal, infiltrado perivascular e intersticial leve e centralizagdo
nuclear em algumas fibras musculares foram observadas nos musculos isquiotibiais.
Federici et al. (1964) descreveram a fase aguda da infeccdo pela cepa Colombiana com
o padrdo de baixa mortalidade e parasitemia com detec¢do a partir do 8° dia, pico no
30° dia e auséncia de parasitos no 40° dia ap6és a infec¢do. Além disso, a piora da
atividade locomotora pode estar relacionada com extensas areas de infiltrado
inflamatério no tecido cardiaco e muscular esquelético com sinais de miopatia
(FEDERICI et al., 1964). Os infiltrados encontrados nos tecidos muscular e nervoso
apos infeccdo pelo 7. cruzi apresentam células mononucleares e polimorfonucleares,
representadas principalmente pela a presenca de linfocitos CD 4" e CD 8" (MIRKIN et
al., 1994; 1997), macrofagos (LOSAVIO et al., 1989; TEKIEL et al., 2001) e células
natural killer (NK) (MIRKIN et al., 1994) que atuam diretamente na promog¢do da
inflamagao local durante a resposta antiparasitaria.C. callosus infectados com uma cepa
miotropica de 7. cruzi apresentaram miocardite difusa com necrose de células cardiacas
e substituicdo do tecido cardiaco por infiltrado de macrofagos e proliferacdo de
fibroblastos 30 dias apds a infeccdo. O musculo esquelético com destruicao celular e
intenso infiltrado intersticial mononuclear com deposito de colageno intersticial foi

observado na fase aguda (26 e 30 dias) (ANDRADE et al., 1994, MAGALHAES-
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SANTOS et al.,, 2004). Os dados supracitados assemelham-se com o padrao
histopatologico observado no grupo infectado pela cepa Colombiana.

Na fase aguda, o deposito fibroso pode ser constituido por colageno tipo Il e IV,
laminina e fibronectina sendo mais intenso ap6s 30 dias e associado a reagdo
inflamatéria. (MAGALHAES-SANTOS et al., 2002). Nesta fase, a inflamacio presente
na lesdo cardiaca e esquelética pela cepa colombiana conta com a presenca de IFN-y,
TGF-B e TNF-a marcados positivamente nos meios intra e extracelulare, no citoplasma
de macréfagos e ao redor de lesdes necroticas (MAGALHAES-SANTOS &
ANDRADE, 2005). O presente trabalho teve como foco principal preencher uma lacuna
existente na literatura cientifica pela falta de estudos experimentais sistematicos sobre a
funcdo locomotora durante a infeccdo aguda pelo 7. cruzi. A infeccdo pela cepa Y e
Colombiana induz a um padrao caracteristico de piora do desempenho locomotor que

esta associado a evolugdo da infeccao durante esta fase.
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CONCLUSAO

A avalia¢do do desempenho locomotor dos animais infectados pelas cepas Y e
Colombiana realizado neste estudo demonstrou que a quantidade de locomog¢do ¢ o
primeiro parametro comprometido na fase aguda sem interferéncia de comportamentos
de medo e ansiedade em ambas as cepas. Além de, com a progressao da infeccao, a
perda do controle da cauda e/ou instabilidade de tronco esta associado com a progressao
da infecgdo. Entretanto, perda de equilibrio e coordenacao esteve alterado somente na
infeccdo pela cepa Y proximo ao oObito dos animais. Neste contexto, os achados
histopatologicos de lesdes e parasitismo muscular estdo associados com a piora do
desempenho locomotor.

O presente trabalho abre perspectivas para o desenvolvimento de uma escala
especifica para andlise locomotora de camundongos com infeccdo chagdasica
experimental. Tal escala, podera ser utilizada ndo somente no desenvolvimento de uma
avaliacdo funcional especifica e caracterizagcdo do comprometimento locomotor durante
o curso da infec¢do chagésica experimental, mas também permitird estabelecer uma
nova estratégia de avaliagao e acompanhamento de regimes terapéuticos em teste para a
doenca. Para tanto, mais estudos sobre o desempenho locomotor na fase cronica e maior
correlacdo com dados bioquimicos e morfoloégicos devem ser explorados a fim
desenvolver ferramentas de avaliacdo fidedignas para andlise prospectiva da

fisiopatologia da doenga de Chagas experimental.
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