EVARISTO VILLALBA ALEMAN

MANIFESTACOES HEMATOLOGICAS E MORFOLOGICAS NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL EM ANIMAIS INFECTADOS COM Trypanosoma
cruzi: REVISAO SISTEMATICA

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-Graduagéo
em Biologia Animal, para obtencdo do
titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL

2018






EVARISTO VILLALBA ALEMAN

MANIFESTACOES HEMATOLOGICAS E MORFOLOGICAS NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL EM ANIMAIS INFECTADOS COM Trypanosoma
cruzi: REVISAO SISTEMATICA

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduacédo
em Biologia Animal, para obtengdo do
titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 30 de julho de 2018

T erpee
RG]MDias Novaes
(Coorientador)

Moo,

V\%riéurea MatiaUSarandy Souza
\

(Orientadora)



- A meus irmdos ndo humanos que foram e

ainda continuam sendo escravizados -



AGRADECIMENTOS

A Organizagdo dos Estados Americanos (OEA), ao Grupo Coimbra de Universidades
Brasileiras (GCUB) e, a Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Superior (CAPES) pela concessdo da bolsa de estudo de pds-graduagio.

A Universidade Federal de Vigosa (UFV) e, ao programa de mestrado em Biologia

Animal pela aceitagdo no programa de mestrado.

A professora ex-diretora do Programa de mestrado em Biologia animal Dra. Gisele

Lessa pela sua ajuda e boa disposi¢do durante o processo de matricula no mestrado.

A professora Reggiani Vilela Gongalves por me receber em seu laboratério, pela
orientacdo durante o desenho e realizacdo deste projeto, muito grato pelas corregdes e

incentivos.

A professora Mariella Freitas por me receber inicialmente em seu laboratorio e pela

respectiva coorientagao.

A minha mie na academia Dra. Mariana Mufoz-Romo por seu constante

acompanhamento, conselhos e motivagéo.

A minha familia pela incondicionalidade, por sempre me motivar a fazer todas as

coisas que me permitam alcancar o sucesso pleno.

A Diego Torres, Estefanny Garcia, Thalia Loyo, Esteban Giraldo, David Justinico,
Sergio Barreto, Luciana Altoé, Livia Miranda, e Lais Silva, os amigos que esta
experiéncia me permitiu conhecer, grato por todos os momentos que nds

compartilhamos.

A todos os companheiros do laboratorio de Patologia Experimental, em especial a Dra.
Mariaurea Matias Sarandy minha profunda admiragdo com sua capacidade para
resolver qualquer contrariedade, grato pela paciéncia, orientacdo e sua permanente

disposi¢do a ajudar.



A meus amigos do Grupo de apoio para a aprendizagem do portugués para estrangeiros
(Fala€), ndo somente por sua ajuda desinteressada no ensino/melhoria da lingua
portuguesa, mas também por sua amizade e preocupagdo para que nos estrangeiros

aprendamos e integremo-nos na cultura brasileira.

A todos os professores com os quais tive aulas, obrigado pelo conhecimento

transmitido.

A quem direta ou indiretamente contribuiu para que eu alcancasse esta conquista.



CONTEUDO

RESUMUO ...ttt ettt ettt et e vii
ABSTRACT ..ottt ettt et ettt e iee e viii
INTRODUGCAO GERAL ......oooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
OBJETIVO GERAL ..ot 3
OBJETIVOS ESPECIFICOS ......o.oooiioiooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
REFERENCIAS ...ttt ettt eseese e ssaenseeneans 4
ARTIGO 1. HAEMATOLOGICAL ALTERATIONS IN NON-HUMAN HOSTS
INFECTED WITH Trypanosoma cruzi: A SYSTEMATIC REVIEW ................ 6
ABSTRACT ..ottt ettt ettt e bt e 6
INTRODUCGTION ..ottt ettt sttt sttt iee st enaeeneens 7
MATERIAL AND METHODS.......oooiiiiiee et 9

Literature reSCArCh .......c..oooiiiiiiii e 10

Extraction and data Management............c.eeveeriierieeniieenieenieeieeeeeeieeereereeeeseeneees 10

Bas QNALYSIS ...vviieiieiiiiiieiie ettt ettt e aeebeeenbeenneas 11
RESULTS oot ettt ettt sttt ettt 11

INCIUAEd STUAIES ... 11

Qualitative and quantitative analySiS.........cceeevuierieeiierieeriieeieerieeeeeeieeereeveeeeneens 13

Bas QNALYSIS ...vvieiiieiiieiieite ettt ettt et e eebaeeabeenreas 18
DISCUSSION .ottt et ettt ettt eee et sae e 18
REFERENCES ..ottt sttt 26

SUPPLEMENTARY FILE S1. COMPLETE SEARCH STRATEGY WITH
SEARCH FILTERS AND NUMBER OF STUDIES RECOVERED IN
DATABASES PUBMED-MEDLINE AND SCOPUS ..o 35

SUPPLEMENTARY FILE S2. HAEMATOLOGICAL REFERENCE VALUES

ARTIGO 2. ALTERACOES MICROESTRUTURAIS DO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL DURANTE INFECOES COM Trypanosoma cruzi EM

MAMIFEROS NAO HUMANOS: UMA REVISAO SISTEMATICA ............. 38
RESUMO ..ottt sttt eae 38
INTRODUGAO .......cooomiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
MATERIAIS E METODOS ..ottt 41
Pesquisa da [ITeratura...........ccuveeviiiiieriieiieeieeeee ettt e 41
Extracdo e gerenciamento de dados ........c..cecveviiviiiiiiniiniiiniieiccee 41
Critérios de elegibilidade............coceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 42



Analise do viés MetodOIOZICO .....ccueevuiieiiieiiieiieeiieeee et 42

RESULTADOS. ...ttt ettt ettt et 42
Estudos INCIUIAOS ......coiuiiiiiiiiiiiicci e 42
Analise dos modelos de INFECCAD ....covieiiieiiiiiiciieieceeee e 44
ANALISE A€ VIES .ot 55

DISCUSSAO ...ttt 61

REFERENCIAS .......ccoosiiiiiiiiie e 66

TABELA S1. ESTRATEGIA DE BUSCA COMPLETA COM FILTROS DE
BUSCA E NUMERO DE ESTUDOS RECUPERADOS NAS BASES DE DADOS
PUBMED-MEDLINE E SCOPUS ..o 76

Vi



RESUMO

VILLALBA-ALEMAN, Evaristo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2018. Manifestacoes hematolégicas e morfologicas no sistema nervoso central em
animais infectados com Trypanosoma cruzi: revisio sistematica. Orientadora:
Reggiani Vilela Gongalves. Coorientadores: Mariella Bontempo Duca de Freitas e
Romulo Dias Novaes.

O protozoario Trypanosoma cruzi é o agente etiolégico da doenga de Chagas,
responsavel por promover diversas alteragdes hematoldgicas e teciduais que afetam
mais de 10 milhdes de pessoas em todo o mundo. A espécie possui um ciclo evolutivo
digenético. O 7. cruzi possui uma grande diversidade genética o que lhe dé a habilidade
de poder invadir uma ampla variedade de tecidos como o cardiaco, hepatico, digestivo,
conjuntivo e nervoso causando deficiéncias fisioldgicas generalizadas. Neste estudo
nés realizamos mediante revisdes sistematicas a avaliacdo das principais alteracdes
hematologicas e morfoldgicas no Sistema Nervoso Central (SNC) que acontecem em
mamiferos ndo humanos durante infec¢des naturais e experimentais com 7. cruzi.
Foram realizadas duas revisdes sistematicas utilizando bases de dados PubMed e
Scopus e, através do Guia Prisma os estudos foram selecionados e submetidos a
extragdo de dados e analise de viés metodologico. A Tabela Arrive, foi utilizada para
avaliar o nivel de detalhamento cientifico dos trabalhos. No artigo 1, onde analisamos
as alteragdes hematologicas em animais infectados com 7. cruzi, dos Trinta e um
estudos selecionados, a metade demostrou uma reducdo no numero de eritrdcitos,
indicando anemia e, na maioria dos estudos a quantidade total de valores de
leucograma aumentou, sugerindo infeccdo. No artigo 2, analisamos as alteracdes
morfolégicas no SNC em individuos infectados com 7. cruzi, os 32 estudos
selecionados mostraram que as alteragdes mais frequentes no SNC sdo a presenca de
T. cruzi e infiltrado inflamatdério mononuclear, principalmente formado por linfécitos.
Os principais focos de parasitismo foram as zonas perivasculares no cérebro, cerebelo,
e medula espinal. Em geral nossos achados demostraram que: 1) os parametros
hematologicos podem direcionar o diagndstico da doenca de Chagas na fase inicial; 2)
O encéfalo ¢ o principal alvo de 7. cruzi, e as alteragdes inflamatérias no SNC sdo
mais frequentes na fase aguda da infeccgéo; 3) As alteracdes morfologicas dependem
das caracteristicas da patogenicidade e viruléncia das cepas de 7. cruzi; 4) As
alteragdes inflamatdrias foram dependentes das cepas indicando que ha tropismo

diferencial no SNC.
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ABSTRACT

VILLALBA-ALEMAN, Evaristo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018.
Hematological and morphological manifestations in the central nervous system
in animals infected with Trypanosoma cruzi: systematic review. Adviser: Reggiani
Vilela Gongalves. Co-advisers: Mariella Bontempo Duca de Freitas and Romulo Dias
Novaes.

The protozoan Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas' disease,
responsible for several hematological and tissue changes affecting more than 10
million people worldwide. The species has a digenetic evolutionary cycle. 7. cruzi is
endowed with great genetic diversity which gives it the ability to invade a wide variety
of tissues such as the heart, liver, digestive, connective and nervous, causing
generalized physiological deficiencies. In this study, we performed systematic reviews
of the major hematological and morphological changes in the Central Nervous System
(CNS) that occur in non-human mammals during natural and experimental 7. cruzi
infections. Two systematic reviews were carried out through systematic surveys in
PubMed and Scopus by publications. Using the Prisma Guide, the studies were
selected and submitted to data extraction and methodological bias analysis and,
through the Arrive Table, the level of scientific detail of the work was evaluated. In
the article 1, wherein analyzing the hematological changes in animals infected with 7.
cruzi, the selected Thirty-one study, half demonstrated a reduction in the number of
erythrocytes, indicating anemia and, in most studies the total number of WBC values

increased, suggesting infection. Article 2, we analyzed morphological changes in the
CNS in subjects infected with 7. cruzi, the 32 selected studies showed that the more
frequent changes in the CNS are the presence of 7. cruzi and mononuclear
inflammatory infiltrate primarily consists of T lymphocytes. The main foci of
parasitism were the perivascular zones in the brain, cerebellum, and spinal cord. In
general, our findings demonstrated that: 1) hematological parameters can direct the
diagnosis of Chagas disease in the initial phase; 2) The brain is the main target of 7.
cruzi, inflammatory changes in the CNS are more frequent in the acute phase of
infection; 3) The morphological changes depend of the pathogenicity and virulence of
T. cruzi strains; 4) Inflammatory changes were dependent on the strains indicating that

there is differential tropism in the CNS.
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INTRODUCAO GERAL

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase americana ¢ uma patologia de origem
infeciosa causada pelo hemoparasita Trypanosoma cruzi (T. cruzi), estd amplamente
distribuida pelo continente americano, desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina, Chile e algumas ilhas das Antilhas (Browne et al., 2017). No entanto, com
o influxo macigo de imigrantes latino-americanos para a Asia, Europa e Oceania na
década 1990, foram relatados os primeiros casos da doenga de Chagas em paises nio
endémicos e, nos anos posteriores ocorreu o aumento sucessivos de casos (Schmunis,
2007). A doenca de Chagas tem implicagdes importantes para a saide publica, e ja
estima-se que 0,1 % da populacdo esteja infectada em todo o mundo, principalmente
na América Latina, onde mais de 25 milhdes de pessoas correm o risco de adquirir a

doenga e, mais de 10 mil mortes todos os anos (WHO, 2017).

A principal via de transmissdo da doenga de Chagas é vetorial, mediada por
insetos da familia Reduviidae (Coura e Vifas, 2010). A transmissdo dos parasitos
também pode ocorrer por vias ndo vetoriais como transfusdes de sangue (Moraes-
Souza e Ferreira-Silva, 2011), transplantes de drgdos (Marquez et al., 2013), acidentes
de laboratorio (Dias, 2006), e por ingestdo de alimentos contaminados (Shikanai-

Yasuda e Carvalho, 2012; Domingues et al., 2015).

O T. cruzi é um protozoario heteroxénico descrito em 1909 pelo médico e
pesquisador brasileiro Carlos Chagas. Este parasita pode ser encontrado em trés
principais formas celulares: em sua forma epimastigota o parasita se replica dentro do
estomago do inseto vetor, e posteriormente no intestino, se transforma em
tripomastigota. Esta ultima ¢ a forma que infecta o animal hospedeiro e que depois se
move pela corrente sanguinea e infecta células em diferentes tecidos. Apos a infeccéo
celular, os tripomastigotas mudam para a forma amastigota e comegam a se multiplicar
(Elias et al., 2001; Tyler e Engman, 2001). Eventualmente, alguns parasitas voltam a
sua forma tripomastigota para mover-se pela corrente sanguinea e infectar novos
orgdos; é neste momento que um inseto hematéfago pode alimentar-se de sangue
contaminado e repetir o processo infeccioso (Chagas, 1909; Tyler e Engman, 2001;

Minning et al., 2009).

A doenga de Chagas ocorre em trés fases. A fase inicial aguda dura de 4 a 8

semanas, geralmente ¢ assintomdtica ou pode se manifestar com um quadro febril,



taquicardia, linfadenopatia, esplenomegalia leve, edema e linfocitose (Prata, 2001;
Rassi et al., 2010). Os sintomas aparecem de 1 a 2 semana depois da infec¢do. O
parasita pode ser visto com relativa facilidade pelo exame direto do sangue. Sem
tratamento, cerca de 5-10% dos pacientes sintomdaticos morrem durante esta fase
devido a encefalomielite ou insuficiéncia cardiaca grave (Pinto et al., 2009; Rassi et
al., 2010). Apdés 2 a 4 meses, as manifestacdes clinicas agudas desaparecem e os
parasitas raramente sdo detectados no sangue periférico. A doenca entra na fase
cronica, geralmente iniciando com um longo periodo de laténcia clinica denominada
forma indeterminada, que pode durar de 10 a 30 anos ou ao longo da vida (Andrade et
al., 1997; Prata, 2001). Apos esse periodo 30 a 40% dos pacientes desenvolvem a fase
cronica sintomatica da doenga que se manifesta com danos de determinados 6rgéos,
como coragdo, esdfago, colon e sistema nervoso, caracterizando outras formas clinicas

(Prata, 2001; Coura e Borges-Pereira, 2011).

O T. cruzi é um parasita com uma alta diversidade genética e fenotipica, com
mais de 6000 cepas classificados em 7 unidades discretas de tipagens (DTU’s) ou
gendétipos (Breniere et al., 2016). As diversidades genéticas dos parasitas geralmente
tétm um impacto profundo em suas caracteristicas epidemioldgicas, bioldgicas e
médicas, o que pode ser determinante na complexidade da doenga que ocasionam
(Tibayrenc et al., 2010). Entre estas caracteristicas determinantes pode estar a
capacidade de acometer uma ampla variedade de tecidos como cardiaco, digestivo,
nervoso periférico e nervoso central e, células imunologicas como os leucdcitos, assim

como as subsequentes alteragdes fisioldgicas que podem acontecer.



OBJETIVO GERAL

Realizar um levantamento, através de revisdo sistematica, das principais
alteragdes hematologicas e morfologicas no sistema nervoso central que acontecem
em mamiferos nido humanos durante infecgdes naturais e experimentais com

Trypanosoma cruzi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar artigos cientificos publicados em duas bases de dados (Pubmed e
Scopus) que relatam sobre principais alteragdes hematologicas em hospedeiros ndo

humanos infectados natural e experimentalmente com 7. cruzi.

Analisar artigos cientificos publicados em duas bases de dados (Pubmed e
Scopus) que relatam sobre e alteracdes morfoldgicas no Sistema Nervoso Central
(SNC) durante infec¢des naturais e experimentais com 7. cruzi em mamiferos néo

humanos.

Através de ferramentas especificas de revisdo sistemadtica, avaliar qualitativa e

quantitativamente os trabalhos selecionados.

Realizar uma andlise do viés dos trabalhos selecionados, principalmente no que
diz respeito a metodologias utilizadas bem como a escrita do trabalho através de

ferramentas especificas da revisdo sistematica.

Comparar os dados hematoldgicos extraidos para cada grupo de mamiferos

com os valores normais estabelecidos para cada espécie estudada.

Comparar as diferentes alteragdes morfologicas no SNC para todos os grupos

de mamiferos ndo humanos infectados com 7. cruzi.

Comparar o tropismo no SNC das diferentes cepas de 7. cruzi.
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ARTIGO 1. HAEMATOLOGICAL ALTERATIONS IN NON-HUMAN HOSTS
INFECTED WITH Trypanosoma cruzi: A SYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT

American trypanosomiasis is a neglected tropical disease whose spectrum has not been
quite understood, including the impact of Trypanosoma cruzi infection on the
haematological parameters of different vertebrate hosts. Thus, this study was designed
to compare the pattern of haematological changes induced by 7. cruzi infection in order
to identify possible species-specific differences among taxons. We also aimed at
evaluating the use of this parameter as a tool for diagnosis during the acute phase,
when symptoms are usually masked. For this purposes, we performed a systematic
search on PubMed and Scopus databases to retrieve original studies published until
August, 2016. Thirty one studies were selected using Prisma strategy, which were then
submitted to data extraction and methodological bias analysis. Half of the studies
showed that the number of erythrogram decreased in infected animals, indicating
anaemia. In 68.2% of the studies, the total amount of leukogram values increased,
suggesting infection. The main methodological limitations were insufficient
information for 7. cruzi strains identification, inoculation routes and parasitological
characterization. Most of the mammalian species analysed, them showed the same
pattern of haematological changes following 7. cruzi infection, indicating that
haematological parameters might direct the diagnosis of Chagas disease in the initial

phase.

Keywords: Haematology; Chaga’s disease; Trypanosoma cruzi; erythrocytes;
leucocytes



INTRODUCTION

Human American and African trypanosomiases are major tropical diseases,
infecting millions of people every year, and yet are widely neglected worldwide
(Kennedy, 2013; Bern, 2015). The hemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi
causes the American trypanosomiasis or Chagas disease, which is transmitted
primarily through contact with feces of hematophagous triatomine insects (Chagas,
1909; Santana et al. 2012). The highest disease incidence is in Latin America (Pan
American Health Organization, 2006; Pan American Health Organization, 2014).
Transmission of parasites also occurs through non-vector pathways such as blood
transfusion (Moraes-Souza and Ferreira-Silva, 2011), organ transplantation (Marquez
et al. 2013), laboratory accidents (Dias, 2006), and by ingestion of contaminated food
(Shikanai-Yasuda and Carvalho, 2012; Domingues et al. 2015).

During its life cycle, 7. cruzi is usually found in three different infective forms:
epimastigotes, trypomastigotes and amastigotes (Chagas, 1909; Tyler and Engman,
2001). As an epimastigote, the parasite replicates inside the insect vector stomach, and
later in the intestine, thus becoming a trypomastigote. The latter infects the host animal
and moves through the bloodstream to infect different tissues. Trypomastigotes then
change into amastigotes and begin to multiply (Elias et al. 2001; Tyler and Engman,
2001). Eventually, some parasites return to their trypomastigote form to move through
the bloodstream and infect new organs, which is when a hematophagous insect can
feed on contaminated blood and repeat the infectious process (Chagas, 1909; Tyler and

Engman, 2001; Minning et al. 2009).

The signs and symptoms caused by Chagas disease have two successive stages:
acute and chronic (Rassi et al. 2010). The acute phase usually last from 2-4 weeks. The
main symptoms are redness, edema and fever (Coura and Viifias, 2010; Rassi et al.
2010). After this phase, the parasite number in the bloodstream usually decreases and
the symptoms disappear, causing a latency state that lasts indefinitely (Prata, 2001). In
some cases, the disease develops, originatins the chronic phase, characterized by tissue
damage in parasite multiplication. Heart, brain, esophagus and colon are the most
affected tissues showing necrosis and physiological impairments (Coura and Dias,
2009; Rassi et al. 2010). Chagas disease is the leading cause of non-ischemic

cardiomyopathy worldwide (Feldman and McNamara, 2000) due to cardiac chambers



enlargement, congestive heart failure, dysrhythmias and thromboembolism (Marin-

Neto et al. 2007; Bern, 2015).

In addition to humans, 7. cruzi parasitosis has been identified in a wide variety
of domestic and wild mammals, such as bats, anteaters, marsupials, carnivorous,
rodents, rabbits, primates, pigs and caprines (Barretto, 1964; Deane, 1964; Afiez et al.
2009; Herrera, 2010). Dogs are their main domestic reservoir (Montenegro et al. 2002)
whereas bats were recently shown to be an important wild reservoir, with a hypothesis
that states that 7. cruzi has a long history of co-evolution shared with bats (Stevens et
al. 1999; Hamilton et al. 2012). Other groups of vertebrates are refractory to 7. cruzi
due to antigenic incompatibility, lack of recognition and/or cell signaling or inadequate
levels of systemic temperature (Herrera, 2010). Experimental studies show that
infected hosts with different 7. cruzi strains show different parasite levels and immune
responses according to parasite-host evolutionary interactions and to a wide variety of

parasite genotypes (Roellig et al. 2010; Duz et al. 2014).

An effective way to evaluate the health of an individual infected with 7. cruzi
is by using haematological parameters analysis (Beldomenico et al. 2008; Stockham
and Scott, 2013) through morphological and quantitative analysis. In addition,
haemoglobin concentration can diagnose anemia produced by blood loss,
hematopoiesis suppression or bone marrow pathologies (Van Hove et al. 2000). White
blood cells or leukocytes are the performers of the immune response, thus intervening
in the defence of the body against foreign substances or infectious agents (Teske,
2011). Alterations in the number of leukocytes usually reflect virus, bacteria or
protozoa infections, and allergic reactions to medications, bone marrow damage,
cancer or autoimmune disorders (Stockham and Scott, 2013). Among them,
neutrophils are the main immune cells that fight the pathogens at infection site, where
they recognize and eliminate the invading microorganisms through cytotoxic
mechanisms (Mayadas et al. 2014). Lymphocytes are the effectors of innate and
acquired immunity, and they proliferate in response to antigenic stimuli. Therefore,
circulating levels of lymphocytes may be used as indicators of the immunological
response (Beldomenico et al. 2008; Dotiwala et al. 2016). Monocytes eliminate
invading microorganisms or cellular debris by phagocytosis. The number of peripheral
monocytes is usually increased during subacute and chronic inflammatory responses

caused by bacterial and protozoa infections (Weiss and Souza, 2011). Eosinophils are
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multifunctional effector cells with proinflammatory and destructive abilities
implicated in tissue homeostasis, modulation of the adaptive immune response and
innate immunity to certain microorganisms (Kita, 2011), whereas basophils release
chemical mediators that alter the vascular structure and recruit other inflammatory
cells to the site of infection (Obata et al. 2007). Therefore, total leukocyte counting is
important to the immunological status as their numerical and morphological variation
may reflect nutritional deficiencies, functional bone marrow changes and works as an

important marker for parasitic infections (Stockham and Scott, 2013).

Studies with experimental animal models provide the empirical basis for
determining the major haematological parameters usually analysed in parasitic
infections (Cardoso and Brener, 1980; Pung et al. 1988). However, as preclinical
studies usually involve small, heterogeneous experiments, their findings sometimes
cannot contribute directly for improvements on human health (Hooijmans and Ritskes-
Hoitinga, 2013; Van Luijk et al. 2014). A systematic review is intended to show
preclinical evidence in an objective manner, unlike widely used narrative reviews
(Uman, 2011). To our knowledge, this is the first study to provide new, reliable
evidence on the major haematological alterations during the development of 7. cruzi
infection in different species. These findings may increase the knowledge of Chagas
disease signs and have a potential value to understand the relevance of the host-parasite
interactions, in order to identify a pattern of haematological alteration and possible
species-specific differences (Olifiers et al. 2015). We also aimed at investigating the
relevance of these alterations on the infection diagnosis during the initial
asymptomatic phase, as well as determining the main 7. cruzi strains, type of
infections, inoculum and inoculation routes used in studies on American

trypanosomiasis, and the methodological bias found in the selected studies.
MATERIAL AND METHODS

The systematic review was adhered to the PRISMA guidelines (Kilkenny et al.
2010) (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis),

including search strategy, selection criteria, extraction and data analysis.



Literature research

We completed a comprehensive bibliographic search using the electronic
database =~ PubMed  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) and  Scopus
(https://www.scopus.com/home.uri) on August 31, 2016 at 8:00 p.m. The keywords
for filters for three criteria were Chagas disease, haematology and animal model
(Supplementary file S1). The hierarchical distribution of the MESH terms was the
strategy used to develop the filter on the Pubmed platform. We applied a standardized
filter in the Scopus platform for animal studies and the same Pubmed search strategy
was adapted and used. We only included experimental studies published in English,
Portuguese and Spanish. Views, comments, notes and unpublished studies were not

included.

We selected only studies that met all of the eligibility criteria listed below:

1. Studies on mammals experimentally or naturally infected with Trypanosoma
cruzi;
2. Studies with at least one control group infected with 7. cruzi and not receiving

any type of treatment (e.g., drug treatment);

3. Experimental subjects with no functional alterations due to lesions or other

manipulations, and non-genetically modified;

4. Studies in which at least two of the major haematological parameters of
erythrocytes (total erythrocyte counting, hematocrit and hemoglobin dosage) and at

least two leukocytes (total and differential leukocyte countings) were measured.

Extraction and data management

Selection by abstract: two independent reviewers (E.V. and D.L.J.C.) selected
eligible studies based on title and abstract analysis. In the case of disagreements,
another group of reviewers (R.V.G., M.B.F., M.M.S. and R.D.N.) decided whether the

study fulfilled the inclusion and exclusion criteria.

To discard the subjectivity in the data collection and selection process, the
information was independently extracted by four reviewers (R.V.G., M.B.F., M.M.S.
and R.D.N.) and analysed separately. Data from each study were extracted and

tabulated using standardized information such as publication characteristics (title,
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author, year and country); experimental model (animal species, sex, age, weight,
number of animals and experimental groups); infection characteristics (7rypanosoma
cruzi strain, inoculation route, inoculum quantity, time of evolution of parasitemia)
and haematological parameters (hemoglobin, hematocrit, total erythrocyte counting,
leukocytes, lymphocytes, neutrophils, monocytes, eosinophils and basophils). We
asked the authors, by email, to provide the papers in cases that they were not easily
available. Data were subsequently compared and conflicting information were

identified and corrected after discussion among the reviewers.

Bias analysis

The quality of the articles was analysed according to the criteria described in
the research "Animal Research Reporting of in Vivo Experiments" (ARRIVE). These
criteria are based on brief descriptions of the essential characteristics of all studies
using animal models such as theoretical and methodological basis, research objective,
improvement of analytical methods, statistical design, sample calculations and result
measures (Kilkenny et al. 2010). Considering that this systematic review aimed at
evaluating important aspects of the publications referenced, we developed a table
summarizing all investigated aspects as well as their relevance, in addition to

describing positive and negative aspects of the retrieved studies.

RESULTS
Included studies

The PRISMA diagram illustrates the selection process of the studies (Fig. 1).
The initial research resulted in 1053 studies; 313 were duplicates. After reading the
title and abstract, we excluded 373 studies with subjects not related to the chosen topic.
From these, 72 studies were related to Trypanosoma vectors, 59 were excluded for not
addressing haematological aspects, 18 were not in English, Portuguese or Spanish and
three consisted of non-original (revision) research articles. After this initial selection,
the remaining 367 articles were then completely read and 341 articles were excluded
for using other Trypanosoma species (312), other types of pathogens (14) and without
haematological data (15). Therefore, 26 studies were included in this systematic

review. The bibliographical references of the 26 selected articles were analysed and
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five studies were added in accordance with the inclusion criteria, which brought us to

a total of 31 studies (Fig.1).

Eletronic Databases
PubMed (n=439)
Scopus (n=614)

|

IDENTIFICATION

Total Articles
(n=1053)

!

Duplicates
n=313

Total Articles
(n=740)

SCREENING

l

Articles excluded after
Title/Abstract analysis
(n=373)

EXCLUSIONS

Case report (2), Parasite culture (1), Diagnosis
Trypanosoma (30), Diet study (1), Epidemiological
studies (17), Physiology Trypanosoma (8),
Hematology technique (1), Humans studies (21),
Other animals(1), Other languages (18),
Hematology tecnhique (37), Without abstract (16),
Respostes system (54), Reviews (3), Treatment
(91), Vector study (72)

ELIGIBILITY

Articles excluded after
screaning of Full text
(n=341)

EXCLUSIONS

Unidentified parasite (14), Trypanosoma sp. (5), T.
brucei (37), T. brucei brucei (35), T. brucei
gambiense (5), T. brucei rhodesiense (6), T.
congolense (66), T. equiperdum (1), T. evansi (74),
T. gambiense (2), T. lewisi (1), T. microti (1), T.
musculi (2), T. theileri (2), T. vivax (30), T. rangeli
(1), Mixed Trypanosoma (44), without
hematological data (15)

Included studies after references
tests screening
(n=5)

Articles separated for
analysis:
Total (n=31)

INCLUDED

Fig. 1. PRISMA diagram. Different phases of selection of studies for conducting
qualitative and quantitative analyses. Flow diagram of the systematic review literature
search results. Based on “Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses: The PRISMA Statement”. www.prisma-statement.org From: Moher D,
Liberati A, Tetzlaff J, Altman DG, The PRISMA Group (2009).
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Qualitative and quantitative analysis

The selected studies were performed in four different countries, most of them in Brazil
(n=25) followed by the United States (n=3). The most used animals were mice (48%),
followed by rats (29%). The most used 7. cruzi strains were Y (54%) followed by CL
(10%), although 12.9% of the studies do not specity this in their articles. Tests to
confirm infection (parasitological characterization) were not described in 6.5% of the
studies, the route of inoculation was not provided in 19.35% and the inoculum
concentration is absent in 12.9% of them (Table 1). The results for the different
haematological parameters varied according to the animal species. For mice, there was
a decrease in erythrocyte values [4,6,7,8,9], hematocrit [6,7,9] and hemoglobin
[6,7,8,9,10,11] and a significant increase in leukocyte levels [2,7,8,9,12,13,14,15.16]
mainly in the lymphocyte proportion [2,13,14,16,17], neutrophils [2,13,15],
monocytes [2,13], and eosinophils [2,13,15] when compared to the standard values for
these species (Supplementary file S2). In infected rats, the hematocrit [18, 9] and
hemoglobin [19] values remained within the normal range the standard values for these
species (Supplementary file S2). In infected rats, the hematocrit [18, 9] and
hemoglobin [19] values remained within the normal range described for these species.
However, the number of leukocytes [19,20,21,22] had a significant increase when
compared to the reference values, with special emphasis on monocytes [19,20,23,24]
(Table 1 and Supplementary file S2). When dogs were used as model, erythrocyte,
hematocrit and hemoglobin levels remained within normal reference values after 7.
cruzi infection [3,25,26]. Similarly, leukocytes remained in the normal range for dogs,
with increases only in the proportions of lymphocytes and eosinophils [3,26]. In our
selection, we found a study with monkeys [27] and two with coatis [5,28]. The study
with monkeys showed a significant increase in the number of leukocytes, especially
lymphocytes, with values above the reference reported for primates (Table 1 and
Supplementary file S2). In coatis, the authors reported an increase in the amount of
leukocytes [5,28] with slightly elevated values for neutrophils [5] and lower values for
monocytes [5] (Table 1 and Supplementary file S2). In general, 50% of the studies
measuring haematological parameters associated with erythrocytes showed
erythropenia (Fig. 2a and 2b), and 68.2% of the studies that estimated leukocyte values
showed leucocytosis. In 25.8% of the studies, the parasitemia level was not shown.

Fig. 2¢ and 2d schematically shows all the results of haematological parameters
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parameters (d) in non-human mammals infected with 7. cruzi.



analysed in the different non-human mammals infected with 7. cruzi mentioned above.
Bias analysis

All studies showed a title coherent with the content and abstracts containing
literature review, objectives, methods, main results and final remarks. Ethics
committee approval was reported in 48.3%. Experimental design is shown in 87%
(n=27), however, none of them reported measures to minimize bias. Regarding the
experimental animal, all studies reported the species name. Sex, weight and age were
reported in 93.5% (n=29), 45.1% (n=14) and 70.9% (n=22) of the studies, respectively.
The detailed description of the statistical analysis was reported in 87.0% (n=27). Only
15 studies reported modifications to the experimental protocol by adverse events. No

study reported on the decision about the number of animals used (Table 2).

DISCUSSION

In this study, we conducted a systematic review to identify the main
haematological parameters analysed in non-human mammals infected with 7. cruzi
and evaluated the possible relevance of these analyses to study the development of
Chagas disease. Despite the great heterogeneity of the studies, in general, the presence
of T. cruzi in the organisms promoted no changes or a decrease in blood erythrocytes
and an increase in leukocytes, which may represent anemia and severe infection.
Studies in humans have shown that some patients diagnosed in the acute phase
developed the indeterminate chronic form of Chagas disease, which is asymptomatic
and does not require treatment, as it may remain stable for 20 or more years (Maya et
al. 2010; Rassi et al. 2010). An early diagnose, however, which might be facilitated by
alterations in the haematological patterns, may prevent the further development of the
disease. In contrast, a delayed diagnose, confirmed only in the chronic phase, may
cause irreversible lesions in several organs and systems (Rassi et al. 2010; Martins-

Melo et al. 2012).

The detection of parasites in the peripheral blood, as well as serological tests, direct
microscopy, blood culture, Polymerase Chain Reaction (PCR) and immunological

(Gascon et al. 2008) are tools with definitive evidence of 7. cruzi infection.
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In addition, these analyses may indicate the parasite strain infectivity, the tissue
parasitism degree and the immune response efficiency against the parasite (de Castro

et al. 2000). Our study showed that 6.5% of the studies neglected this information.

For many years, different studies have attempted to associate the
haematological parameters to the parasitological profile and the histopathological
changes of Chagas disease (Guedes et al. 2012; Ferraz et al. 2014). Although
haematological data do not show a strong association with parasitemia, parasite load
or organ damage, it may provide additional information to assess the impact of Chagas
disease on the host organism as a whole (Moreno et al. 2007; Lopes et al. 2015;
Santana et al. 2015). Haematological analysis is simple, affordable test and may play
a role as a complementary tool to evaluate the Chagas disease evolution and the
effectiveness of the etiological treatment of 7. cruzi infection (Kaushansky and Shattil,
2007; Stockham and Scott, 2013). On the other hand, the relevance and applicability
of these parameters to characterize Chagas disease require a more comprehensive
analysis of the spectrum of haematological changes induced by the infection, (Malvezi
et al. 2004; Guedes et al. 2012), especially considering the variability of

haematological characteristics in different host species.

Carlos Chagas, in his pioneering study, was the first to describe the
development of anemia in patients diagnosed with trypanosomiasis (Chagas, 1909). T.
cruzi infection is also associated with severe haematological abnormalities that may
contribute to mortality (Martins-Melo et al. 2012). Studies in inoculated rats with
different 7. cruzi strains showed anemia, thrombocytopenia (Cardoso and Brener,
1980, Marcondes et al. 2000) and neutropenia, followed by neutrophilia and
eosinopenia within the 2nd and the 5th weeks of infection (Repka et al. 1985).
However, the mechanisms underlying these haematological changes are not fully
understood (Marcondes et al. 2000, Malvezi et al. 2004), but bone marrow suppression

in hematopoiesis may be involved (Marcondes et al. 2000).

In this review, 50% of the studies in different species reported anemia. Changes
in hemoglobin and percentage of total erythrocytes are common in diseases caused by
bacteria or protozoa (Stockham and Scott, 2013). Similar results from studies not
included here were found in murine (Repka et al. 1985; Thomsen et al. 1986), coatis
(Silva et al. 1999; Herrera et al. 2001; Herrera et al. 2004) and dogs (Klein and
Camacho, 1997; Rashid et al. 2008) infected with Trypanosoma, which also showed a
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decrease in hematocrit and high anemia incidence. Anemia in bacterial, protozoan and
viral infections may occur due to erythrocyte reduced lifespan or destruction by
autoantibodies, decreased bone marrow activity and decreased erythrocyte precursors
due to 7. cruzi cytotoxicity (Marcondes et al. 2000; Kook et al. 2001), or by cytokines
secreted by leucocytes or macrophages as a consequence of the inflammatory response
of the organism (Marcondes et al. 2000; Tatakihara et al. 2015). Studies in rodents
reveal that 7. cruzi infection can induce the secretion of a hemolysin capable of
inducing the destruction of erythrocytes in many species of animals, including humans

(Andrews e Whitlow, 1989; Mendonga, et al. 2017).

Another haematological alteration shared by most studies we analysed was the
decreased number of leukocytes. During parasite infection, molecules produced by the
host immune system and molecules produced by 7. cruzi induce the hematopoietic
system to increase the production of defense cells (Tribulatti et al. 2005), thus
demonstrating a positive correlation between parasitemia level and leukocyte
counting. However, this leukocytosis may vary according to the animal models

genetics and the parasite strain used (Domingues et al. 2015).

Regarding the distribution of different types of leukocytes in all evaluated
animal models, a more significant increase occurred in the number of lymphocytes and
monocytes, although in dogs only eosinophils were increased. Similar studies have
shown the characterization of several isolates of 7. cruzi and all of them showed the
same tendency in the proportion of altered leukocytes (Bonilla et al. 1973; Rivera et al.
2000). These changes might be associated with different variations in haematological
profiles during parasitemia, which might be a species-specific characteristic and may
also vary with age and health status. Although the role of lymphocytes in parasite
control is still not well known, a possible participation involves CD4 T lymphocytes
in the production of cytokines such as interferon-y (IFN-y), which positively regulates
the release of nitric oxide by macrophages, thus controlling the parasites replication
through the synthesis of immunoglobulins isotopes that fight against the immunogen
(Brener and Gazzinelli, 1997; Zhu et al. 2009; Green et al. 2013). In fact, IFN-y directs
the differentiation of CD4 T lymphocytes into Thl lymphocytes, active to dendritic
cells, macrophages, natural killer lymphocytes, interleukin-12, amplifying the

destruction of microorganisms (Schoenborn and Wilson, 2007; Artis and Spits, 2015).
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These cells of the monocytic lineage are directly involved in the parasite
control during the first stages of acute infection with 7. cruzi (Fabrino et al. 2004). In
addition, a high migration of monocyte-derived macrophages has been observed in
infected tissues during the acute phase and is believed to act as an inflammatory
mediator (Melo and Machado, 2001; Melo et al. 2003a). These inflammatory
macrophages, triggered by the chagasic infection, show a consistent increase in their
organelle system and nuclear components, which usually distinguish them from other
resident macrophages (Melo and Machado, 2001; Melo et al. 2003b). Another
significant feature is the increased formation of cytoplasmic lipid bodies, intracellular

domains involved in the inflammatory mediator production (Tribulatti et al. 2005).

Regarding the role of eosinophils during Chagas disease, there is evidence
indicating an antiparasitic effect (Guedes et al. 2009). In the presence of antibodies
and components of the complement system, eosinophils may release lipid mediators,
such as leukotriene C4 (Shaw et al. 1984; Shi, 2004), which is an activating factor of
platelets, liposins and granular cationic proteins. All these mediators can cause
dysfunction and destruction of other cells membranes, facilitating its task as parasite

eliminators (Shi, 2004; Acharya and Ackerman, 2014).

Taken together, the results gathered in this systematic review reveal a high
level of scientific evidence and a great contribution on the global estimate of the
importance of haematological analyses to Chagas disease. In this context, both blood
parasitemia and hematocrit analysis were found to be important for the diagnose and
the level of infection evaluation. In addition, the analysis of haematological parameters
also seems important to evaluate the physiological condition of the infected individual.
The selection process was based on widely accepted and recommended practices for
systematic reviews. Publication bias is a relevant issue highlighted in our work.
Therefore, we used the ARRIVE Guide, which allowed us testing the degree of
reliability of the studies individually and later collectively. After this analysis, we
realized that aspects related to the experiments organization were neglected, including
lack of randomization and double-blind studies. These points raise additional concerns

that may compromise the results in some studies.

These factors highlight the need to enhance experimental designs and current
guidelines in reporting animal experiments to ensure an adequate level of scientific
evidence. Finally, the methodologies and evaluation parameters are extremely
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heterogeneous with different measures being reported in all the studies. Interestingly,
most studies did not report whether theirs results could be used to other species and
systems, showing a lack of relevance to human biology. Considering the experimental
model used in most studies and the social relevance of 7. cruzi infection for the world
population, the transfer of the results and the applicability to the disease treatment in

humans is essential to address the neglecting aspects over the last decades.

As a conclusion, this systematic review shows that there is an association
between haematological parameters and 7. cruzi infection. Regarding the different
mammalian species analysed, we conclude that most of them showed the same pattern
of haematological changes following 7. cruzi infection: decreased or normal
erythrogram and increased leukogram values, except for the laboratory mouse Mus
musculus, which showed a consistent decrease in erythrogram parameters in 100% of
analysed studies. This species is an important research tool for modelling human
disease progression and development (Vandamme, 2014), therefore changes in their
haematological parameters might be valuable for future clinical research. In addition,
we observed that haematological parameters might direct the diagnosis of Chagas
disease in the initial phase, which might improve the quality of life. Regarding the lack
of important methodological information, compromising the replicability of the
studies, we hope that our critical analysis help future studies to reduce methodological

bias, thus improving data reliability.
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Supplementary File S1. Complete search strategy with search filters
of studies recovered in databases PubMed-Medline and Scopus

and number

PubMed-MEDLINE — Search filters

Retrieved
records

#1 Trypanosomiasis:

("chagas disease"[MeSH Terms] OR "trypanosomiasis, african"[MeSH
Terms] OR "trypanosomiasis"[MeSH Terms] OR
"trypanosoma"[MeSH Terms] OR “Trypanosoma cruzi”’[MeSH Terms]
OR “African sleeping sickness”[MeSH Terms] OR “African sleeping
sicknesses”[MeSH Terms] OR “Trypanosoma brucei”’[MeSH Terms]
OR “Trypanosoma gambiense”[MeSH Terms] OR “Trypanosoma
rhodesiense”[MeSH Terms] OR “African trypanosomiases”’[MeSH
Terms] OR ‘"chagas disease"[TIAB] OR "trypanosomiasis,
african"[TIAB] OR "Trypanosomiasis"[ TIAB] OR
"Trypanosoma"[TIAB]) OR “American trypanosomiasis”[TIAB] OR
“Trypanosoma cruzi’[TIAB] OR “African sleeping sickness”[TIAB]
OR “African sleeping sicknesses”[TIAB] OR “Trypanosoma
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#2 Hematology blood tests:

("hematology"[MeSH Terms] OR "hematocrit"[MeSH Terms] OR
"hemoglobins"[MeSH Terms] OR "leukocyte count"[MeSH Terms] OR
"erythrocyte count"[MeSH Terms] OR "hematology"[TIAB] OR
"hematocrit"[TITAB] OR "hemoglobins"[TIAB] OR "leukocyte
count"[TTAB] OR "erythrocyte count"[TIAB] OR "hemogram"[TIAB]
OR "wbc"[TIAB] OR '"rbc"[TIAB] OR '"twbc"[TIAB] OR
"trbc"[TIAB] OR "dwbc"[TIAB] OR "differential leukocyte
count"[TTAB] OR "haematology")
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#3 Mammals filter:

("mammals" OR "opossums" OR "insectivora" OR "marsupialia" OR
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"goats" OR "sheep, domestic" OR "horses" OR "ruminants" OR
"shrews" OR "arvicolinae" OR "elephants" OR "hyraxes" OR
"trichechus" OR "proboscidea mammal" OR "sirenia" OR "sloths"
OR "xenarthra" OR "armadillos" OR "tupaiidae" OR "scandentia" OR
"lemur" OR "primates" OR "hominidae" OR "pongo" OR "pan
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records
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(TITLE-ABS-KEY("hematology") OR TITLE-ABS-
KEY("hematocrit") OR  TITLE-ABS-KEY(“hemoglobins") OR
TITLE-ABS-KEY (“leukocyte count") OR TITLE-ABS-
KEY(“erythrocyte count") OR TITLE-ABS-KEY(“hemogram") OR
TITLE-ABS-KEY(“wbc”) OR TITLE-ABS-KEY(“rbc¢”) OR TITLE-
ABS-KEY(“twbc”) OR TITLE-ABS-KEY(“trbc”) OR TITLE-ABS-
KEY(“dwbc”) OR TITLE-ABS-KEY(“differential leukocyte count™)
OR TITLE-ABS-KEY (“haematology™))

509973

#2 Trypanosomiasis

(TITLE-ABS-KEY("chagas disease") OR TITLE-ABS-
KEY("trypanosomiasis, african") OR TITLE-ABS-
KEY("trypanosomiasis") OR TITLE-ABS-KEY("trypanosoma") OR
TITLE-ABS-KEY(“Trypanosoma  cruzi” OR  TITLE-ABS-
KEY(“African sleeping sickness”) OR TITLE-ABS-KEY(“African
sleeping sicknesses”) OR TITLE-ABS-KEY(“Trypanosoma brucei™)
OR TITLE-ABS-KEY(“Trypanosoma gambiense™) OR TITLE-ABS-
KEY(“Trypanosoma rhodesiense”) OR TITLE-ABS-KEY(“African
trypanosomiases”))

45032

Combined search: #1 AND #2

1095

Search limits: animals [limit to]
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ARTIGO 2. ALTERACOES MICROESTRUTURAIS DO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL DURANTE INFECOES COM Trypanosoma cruzi EM MAMIFEROS NAO
HUMANOS: UMA REVISAO SISTEMATICA

RESUMO

Atualmente, ainda nfo esta claro os tipos e a distribuicdo das lesdes no Sistema Nervoso
Central (SNC) induzidas por Trypanosoma cruzi e as evidéncias disponiveis sdo baseadas
em dados fragmentados. Baseado nisto, nds desenvolvemos uma revisdo sistematica para
analisar a evidéncia pré-clinica sobre as principais caracteristicas das lesdes no SNC em
hospedeiros ndo humanos infectados por 7. cruzi. A partir de uma pesquisa estruturada nas
plataformas PubMed/Medline e Scopus, 32 estudos originais foram recuperados, submetidos
a extracdo de dados e analise de viés metodoldgico. Em geral, nossos resultados mostraram
que as alteracdes mais frequentes no SNC sdo a presenca de diferentes formas celulares de
T. cruzi e intenso infiltrado inflamatério mononuclear, principalmente formado por
linfécitos TCD4+ e TCD8+. As meninges e as zonas perivasculares do cérebro, cerebelo, e
medula espinal foram os principais focos de parasitismo. As altera¢des inflamatorias
identificadas foram dependentes das cepas de 7. cruzi, indicando que o genotipo e fenoétipo
do parasito pode estar associado ao tropismo e gravidade das lesdes no SNC. As principais
limitacdes metodoldgicas encontradas nos estudos foram divergéncias nas vias de
inoculagdo, subnotificagdo da idade e peso do animal, estratégias de calculo amostral, e
caracterizacdo histopatologica limitada. Entdo nossos achados indicaram que o encéfalo é o
principal alvo de 7. cruzi, sendo que as alteragdes inflamatorias no SNC sdo mais frequentes
e graves na fase aguda da infeccdo. Como as alteragdes foram dependentes das caracteristicas
de patogenicidade e viruléncia das cepas de 7. cruzi, a caracterizagdo do genotipo e fenotipo
do parasito sdo extremamente relevantes na predicdo das alteracdes no SNC e das

manifestagdes neurologicas associadas a doenga de Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma, doenga de Chagas, cérebro, medula espinal, genotipos.
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INTRODUCAO

Doenga de Chagas ¢ uma infecgdo tropical negligenciada causada pelo parasito
protozoario Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). Estimativas recentes indicam que 8 milhdes
de pessoas estejam infectadas por este parasita em todo o mundo (WHO, 2017). Essa doenca
estd intimamente relacionada com a pobreza e ¢ endémica em paises da América do Sul e
Central, sendo considerada um problema de saude publica com mais de 10 mil mortes por
ano (WHO, 2017). Porém, devido a intensa migragéo de latino-americanos infectados por 7.
cruzi para a Asia, Europa e Oceania, no comego da década de 1990 houve um aumento no
numero de casos da doenga de Chagas nessas areas ndo endémicas, com aumentos sucessivos

dos casos nos anos posteriores (Schmunis, 2007).

Além dos humanos, o 7. cruzi infecta uma grande variedade de mamiferos
domésticos e selvagens como Carnivora, Chiroptera, Didelphidomorphia, Lagomorpha,
Perisodactyla, Pilosa, Primata e Rodentia, (Afiez et al., 2009; Herrera, 2010). Sendo os cédes
o seu principal reservatorio doméstico (Montenegro et al., 2002). Além dos insetos vetores
a transmissdo dos parasitos também pode ocorrer por vias ndo vetoriais como transfusdes de
sangue (Moraes-Souza e Ferreira-Silva, 2011), e transplantes de 6rgéos infectados (Marquez
etal., 2013), acidentes de laboratério (Dias, 2006), e por ingestdo de alimentos contaminados
com as formas infectantes (tripomastigotas) de 7. cruzi (Shikanai-Yasuda e Carvalho, 2012;
Domingues et al., 2015). A transmissdo vetorial é principalmente mediada por insetos dos
géneros Triatoma, Panstrongylus ¢ Rhodnius (Hemiptera; Reduviidae) (Coura e Viiias,

2010).

O T. cruzi é um parasito que possui uma alta diversidade genética, composta por um
conjunto de cepas ou isolados que circulam entre insetos vetores e hospedeiros mamiferos
(Rassi et al., 2010). Embora controverso, essa heterogeneidade tem sido associada a ampla
variabilidade de manifestacdes clinicas, e aos diferentes perfis de morbidade e mortalidade
da doenga de Chagas (Macedo et al., 2004; Manoel-Caetano e Silva, 2007). Um consenso
foi estabelecido sobre as cepas de 7. cruzi, sendo separados trés genotipos principais, Tcl,
Tcll, Telll (Annex, 1999; De Freitas et al., 2006). O Tcl predomina no ciclo de transmissao
silvestre, € menos resistente a quimioterapia antiparasitaria de referéncia (benznidazole e
nifurtimox), e esta associado a doenga humana no norte da América latina. O Tcll predomina
no ambiente doméstico em todos os paises da América do Sul. Parasitos Tcll apresentam
maior resisténcia a quimioterapia antiparasitaria e elevada patogenicidade (Di Noia et al.,
2002; Freitas et al., 2005; Botero et al., 2007). Esta linhagem ¢ subdividida em cinco
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unidades de tipagens discretas, caracterizadas como Ila, IIb, Ilc, I1d e IIe (Brisse et al., 2000).
Ja o Tclll predomina em ambientes silvestres da América do Sul, com casos referenciados
no Brasil mais especificamente na Amazonia, sendo a maioria em pequenos mamiferos (ex.
morcegos, quatis) (Lisboa et al., 2009; Rocha et al., 2013), e em humanos apenas um caso

cronico foi relatado (Abolis, 2011).

Embora a relagdo entre gendtipo e fendtipo parasitario, tropismo, e manifestagoes
clinicas ainda sejam pouco compreendidas (Macedo e Pena, 1998; Vago et al., 2000; Prata,
2001), todas as cepas de 7. cruzi isoladas de ambiente natural s@o capazes de infectar
hospedeiros mamiferos (Yeo et al., 2005; Herrera, 2010). Nos hospedeiros vertebrados, o 7.
cruzi estabelece uma infecgdo sistémica e parasitismo de multiplos érgdos, especialmente
coraco, intestinos e esdfago (Lana e Tafure, 2011). Embora as alteragdes neurologicas
associadas a doenga de Chagas sejam frequentemente negligenciadas, existem evidéncias de
que o 7. cruzi é capaz de parasitar e induzir lesdes inflamatorias em estruturas do sistema
nervoso periférico (SNP) (Prata, 2001; Marin-Neto et al., 2007; Pérez et al., 2011) e central
(SNC) (Masocha and Kristensson, 2012; Pittella, 2013). O comprometimento do SNC
durante a fase aguda da doenca de Chagas pode originar meningite, convulsdes, inquietagao,
choro continuo, insonia, ¢ até coma transitorio (Storino e Milei, 1994; Storino, 1998; Storino
et al., 2003). As afe¢des durante a fase cronica como consequéncias da meningoencefalite
chagasica consistem em distirbios motores e sensoriais, altera¢des psiquicas e até quadros
cerebelares (Storino e Milei, 1994). Igualmente, foram determinadas alteracdes
eletrofisiologicas como consequéncias da deteriorracdo da fun¢do cortical cerebral em

individuos portadores da doencga de Chagas cronica (Prost et al., 2000).

Atualmente, as alteragdes no SNP s@o melhor compreendidas, e a disautonomia
secundaria as lesdes de ganglios e terminag¢des nervosas do sistema nervoso autdnomo
simpatico e parassimpatico tem sido consistentemente implicada na fisiopatologia da
cardiomiopatia e das megasindromes chagdasicas (Messenger et al., 2015; Oliveira et al.,
2017). Entretanto, o tropismo, distribuicdo, e altera¢des induzidas por 7. cruzi em diferentes
estruturas e 6rgdos do SNC sao pouco compreendidas. Considerando que a evidéncia atual
¢ falha por se basear em dados fragmentados, torna-se dificil compreender a amplitude das
alteragdes do SNC que se desenvolvem ao longo da infec¢do por 7. cruzi. Sendo assim, a
partir de uma busca estruturada e sistematizada, nos avaliamos a evidéncia pré-clinica sobre
o impacto da infec¢do por 7. cruzi no SNC. Além de caracterizar os modelos de infecgdo

utilizados, nds estabelecemos a relacdo entre as caracteristicas das cepas de 7. cruzi, o
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tropismo para o SNC, os tecidos e 6rgdos mais susceptiveis ao parasitismo, e as lesdes mais
frequentes. Além disso, nos avaliamos criticamente a evidéncia cientifica em relagdo a

qualidade metodologica dos estudos incluidos nessa revisdo sistematica.

MATERIAIS E METODOS
Pesquisa da literatura

Uma pesquisa bibliografica abrangente concluida em 20/11/2017 as 19:30 horas, foi
realizada nas bases de dados PubMed/Medline (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) e
Scopus (https://www.scopus.com/home.uri). Foram usados descritores estruturados em
filtros de busca construidos para trés dominios: doenga de Chagas, sistema nervoso e modelo
animal (Tabela S1). Os filtros na plataforma PubMed/Medline foram construidos utilizando
distribuicéo hierarquica dos termos MESH. Para a plataforma Scopus utilizou-se a mesma
estratégia de busca do Pubmed, porém, foi utilizado o filtro fornecido pela prépria
plataforma Scopus para estudos animais. Os descritores ndo-MeSH foram caracterizados
pelo algoritmo [TIAB], que também foi utilizado para recuperar estudos recentemente
publicados, mas ndo indexados (em processo). Esta revisdo sistematica foi desenvolvida a
partir das diretrizes PRISMA (Figura 1) (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analysis) (Moher et al., 2009), que ¢ utilizada como guia para selecdo, triagem e

elegibilidade dos estudos.

Extracao e gerenciamento de dados

Um pesquisador independente (E.V) selecionou estudos elegiveis com base na
analise de titulo e abstract. No caso de duvidas, foi solicitado uma arbitragem por revisores
independentes (R.V.G, M.M.S. e R.D.N.) para decidir se o estudo preenchia os critérios de
elegibilidade definidos anteriormente. Para descartar a subjetividade no processo de coleta
e selecdo dos dados, as informagdes foram extraidas independentemente pelos trés
pesquisadores (R.V.G, M.M.S. e R.D.N.) ¢ analisadas separadamente. Os dados de cada
estudo foram extraidos e tabulados usando informagdes padronizadas como: i)
caracteristicas da publicacdo (titulo, autor, ano e pais de origem do estudo); ii) modelo
experimental (espécie animal, sexo, idade, peso, nimero de animais e grupos experimentais);
ii1) caracteristicas da infec¢do (natureza da infec¢do [natural ou experimental], cepa de 7.
cruzi, via de inoculagdo, quantidade do inoculo, fase da parasitemia), iv) desfechos

morfoldgicos e funcionais associados ao SNC (teste diagnoésticos, tecido infectado e tipos de
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alterag¢des). Quando houve dificuldade para obtengdo dos trabalhos em texto completo, os
autores foram solicitados por e-mail para fornecer o artigo. Posteriormente, os dados foram
comparados e as informagdes conflitantes identificadas e corrigidas apds discussdo entre os

pesquisadores.

Critérios de elegibilidade

Somente estudos originais publicados em Inglés, Portugués e Espanhol foram
incluidos. Revisdes da literatura, comentarios, notas, capitulos de livros, bem como estudos
ndo indexados foram excluidos. Foram selecionados somente os estudos que preencheram
todos os critérios de elegibilidade: i) estudos com mamiferos experimentalmente ou
naturalmente infetados por 7. cruzi, ii) estudos com pelo menos um grupo controle infectado
com 7. cruzi e que ndo receberam nenhum tipo de tratamento, iii) estudos utilizando cepas
de ocorréncia natural e sem manipulagdes genéticas, iv) hospedeiros que ndo foram
geneticamente modificados e ndo apresentavam altera¢des decorrentes de intervengdes
concorrentes, v) estudos descrevendo desfechos morfoldgicos e/ou fisioldgicos associados

ao SNC, vi) estudos em texto completo.

Analise do viés metodolégico

A andlise de viés foi estruturada a partir de carateristicas descritas na estratégia
ARRIVE (Pesquisa Animal: Relato de Experimentos In Vivo) (Kilkenny et al. 2010). Nesse
sentido, foram utilizados critérios baseados em breves descri¢gdes das caracteristicas
essenciais de todos os estudos que utilizam modelos animais, tais como background teorico,
objetivo de investigagdo, métodos analiticos, abordagem estatistica, calculos de amostras e
medidas de desfecho de pesquisa. Uma tabela resumindo todos os aspectos relevantes e
aplicaveis foi construida considerando a especificidade e os objetivos da revisdo sistematica.
A ades@o individual aos critérios de viés e a média geral de ades@o foram expressos como

valores absolutos (n) e em porcentagem (%) (Pereira et al. 2017).

RESULTADOS

Estudos incluidos

A pesquisa inicial resultou em 1125 estudos, e destes 186 era estudos duplicados e
por isso foram excluidos. Apods leitura do titulo e resumo, 707 estudos irrelevante foram
excluidos, como descrito na figura 1. Os 232 artigos restantes foram entfo lidos na integra e
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mais 200 artigos foram excluidos: alteragdes no sistema nervoso periférico (SNP) (n=59),

estudos clinicos (n=33) ou in vitro (n=18), estudos secundarios (n=14). Finalmente, foram

identificados e incluidos na revisdo sistematica 32 estudos (Figura 1).

Eletronic Databases
PubMed (n=388)
Scopus (n=737)

IDENTIFICATIO

Total Articles
(n=1125)

!

Duplicates
n=186

Total Articles
(n=939)

SCREENING

Articles excluded after
Title/Abstract analysis
(n=707)

EXCLUSIONS

Trypanosoma brucei (321), T. congolense (3), T
equiperdum (3), T. evansi (33), I. gambiense (3), T. lewisi
(6), T. musculi (1), T rhodesiense (5), T. theileri (1), T.
vivax (7), chapters of books (3), diagnosis of Chagas
disease (1), drugs studies (32), genetic studies of 1. cruzi
(3), host responses (2), humans studies (10),
immunological studies (6), i vitro studies (8),
morphophysiology of 7. eruzi (7), other diseases (28),
other parasites (19), other studies (84), physiology of
Chagas disease (19), physiology of other parasites (3),
study of Chagas disease (21), systematic review (26),
treatment of Chagas disease (22), vector study (30).

Articles excluded after
screaning of Full text
(n=200)

ELIGIBILITY

EXCLUSIONS

lrypanosoma brucei (9), alterations in the penpheral
nervous system (59), cardiac studies (13), chapters of
books (4), genetic modification of 7. eruzi (1), human
studies (33), immunological studies (2), in vitro studies
(18), information about Chagas disease (1), other discases
(5), other morphological alterations (4), other parasites (1),
studies in rats (4), studies not available (25), studies with
non-virulent strains (4), studies with two parasites (1),
systematic review (14), treatment of Chagas disease (2).

Articles separated for
analysis:
Total (n=32)

INCLUDED

Figura 1. Diagrama de fluxo dos resultados da busca, triagem e elegibilidade dos estudos
incluidos na revisdo sistematica baseado na declaragdo PRISMA “Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analyses” (www.prisma-statement.org).
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Analise dos modelos de infeccio

Os 32 estudos identificados foram realizados em 7 diferentes paises, principalmente
Brasil (40,6%; n=13), seguido por Estados Unidos (25%, n=8) e Argentina (12,5%; n=4).
Os modelos animais mais utilizados foram camundongos 90,6% (n=29), cavalo, porco e
porquinho da india 3,1% (n=1) cada. As linhagens de camundongo mais utilizados foram
C3H (40,6%; n=13), Swiss (25%; n=8) e, C57BL/6 (18,8%; n=6). Quanto ao 7. cruzi, as
cepas mais utilizadas foram a Colombiana (25%, n=8) seguida pela Brasil (15,6%; n=5), Y,
RA e Tulahuén (9,4%; n=3 cada). A via de inoculag@o mais usada foi intraperitoneal (68,8%;
n=22), seguida pela subcutinea, intradérmica e intravenosa (6,3%; n=2 cada). A via de
inocula¢do ndo foi relatada em 4 estudos (12,5%). Testes para confirmacdo da infecg¢do nédo
foram descritos em 11 (35.4%) artigos (Tabela 1). A maior parte dos estudos avaliou
infeccdes agudas (62,5%; n=20). Infec¢des agudas e cronicas foram simultaneamente
relatadas em 8 estudos (25%), enquanto infecgdes exclusivamente cronicas foram avaliadas

em apenas 4 estudos (12,5%) (Tabela 2).
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Os gendtipos de 7. cruzi mais utilizados foram Tecl (40,6%; n=13), Tcll
(12,5%; n=4), TcIV (3.1%; n=1) e TcVI (12,5%; n=4), 6 estudos (18,8%) utilizaram
mais de um gendtipo e, em 4 estudos (12,5%) ndo foi possivel identificar o gendtipo
das cepas utilizadas. Analises histopatologicas foram realizadas em 23 estudos
(71,9%), seguida por imunohistoquimica (18,8%; n= 6), pela técnica de Polymerase
Chain Reaction - PCR (18,8%; n= 6), e Western blot (9,4%; n=3,). Os 6rgios do SNC
com as maiores altera¢des foram cérebro (65,6%; n=21), seguido pela medula espinal

(25%; n=8) e cerebelo (15,6%; n=5) (figura 2).

Em geral as lesdes mais frequentes no SNC foram a presenca de focos
inflamatorios (68,8%; n=22), com predominio de infiltrado mononuclear linfocitario
(15,6%; n=5). O encéfalo apresentou inflamacdo moderada a intensa com marcante
distribuicdo perivascular. Em menor propor¢do, foram encontrados focos
inflamatorios nas meninges (9,4%; n=3), plexo coroide (9,4%; n=3) e nicleos basais
(6,3%; n=2). Na medula espinal, foram encontrados focos inflamatorios
principalmente associados as raizes nervosas (50%; n=16) e meninges (50%; n=16)

(tabela 2; figura 2).

A presenca de ninhos de amastigotas, tripomastigotas livres ou formas
indeterminadas de 7. cruzi no SNC foram relatadas em 53,1% dos trabalhos (n=17).
Os 6rgéos ou tecidos com maior presenga de parasitas foram o cérebro, a substancia
branca e o hipocampo, onde observou-se a presenga de amastigotas no citoplasma das
células da glia (astrocitos, micrdglia, ependimocitos e oligodendrécitos) (68,8%;
n=22). Também foram encontrados pseudocistos com amastigotas intra e
extracelulares nos nucleos basais (12,5%; n=4), no cerebelo (12,5%; n=4) e nas células

de Purkinje (12,5%; n=4).

Na substancia branca da medula espinal também foram encontrados
amastigotas intra e extracelulares (9,4%; n=3). A presenga de anticorpos anti-7. cruzi
foi descrita em 3 estudos (9,4%) e antigenos de 7. cruzi em 4 estudos (12,5%), tanto
no encéfalo como na medula espinal, foram descritos vasculopatias (15,6%; n=5),
dano tecidual por necrose (9,4%:; n=3), assim como, edemas (9,4%; n=3), gliose

(9,4%; n=3) e satelitose (6,3%; n=2) (tabela 2; figura 2).
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Os poucos registros durante a fase cronica da doencga de Chagas relatam que as
alteracdes mais frequentes consistiam em focos inflamatérios entre leves a intensos
(9,4%; n=3), presenca de ninhos de 7. cruzi (6,3%; n=2), danos teciduais como lesdes
autoimunes (3,1%; n=1), degeneragio e necrose dos neurdnios (3,1%; n=1). Os tecidos
mais afetados foram o cérebro, a barreira hematoencefélica e a medula espinal.
Somente 11 estudos (34,4%) avaliaram a carga parasitaria no dia do sacrificio dos

animais com numeros de parasitos variando entre 0 a 69,3 x10° tripomastigotas.

Analise de viés

O resultado detalhado da analise de viés ¢ mostrado na tabela 3. Uma média de
55,0123 itens da ARRIVE foram atendidos pelos estudos originais. Em geral, os
estudos realizados a mais de 15 anos foram os que apresentaram maior deficiéncia no
detalhamento metodoldgico, bem como na descri¢do dos resultados (Figure 3). Apenas
7 artigos (21.9%) justificaram o modelo animal utilizado. Aprovag¢do do comité de
ética foi relatada em 13 (40,6%) estudos, e somente 2 estudos (6,25%) justificaram o
tamanho do inéculo de 7. cruzi utilizado. Nenhum estudo justificou a via de
administracdo utilizada. Em relagdo ao modelo animal, todos os estudos (n=32, 100%)
relataram a espécie animal e a cepa de 7. cruzi utilizadas. O sexo, peso e a idade dos
animais foram relatados em 84.,4% (n=27), 25% (n=8) ¢ 75% (n=24) dos estudos,
respectivamente. O calculo do tamanho amostral foi explicitado em apenas 1 estudo
(3,1%). A descrigdo detalhada da analise estatistica utilizada foi relatada em 43,8%
(n=14) dos estudos. Apenas 16 estudos (50%) relataram modifica¢gdes no protocolo

experimental por eventos adversos (Tabela 3).
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Figura 3. Andlise do viés metodologico (qualidade do relato) para cada estudo incluido na revisdo
sistematica. Baseado em pesquisa animal: relato de experimentos in vivo - diretrizes ARRIVE
(www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines). A linha pontilhada indicou a pontuacdo média de qualidade
(%). A andlise detalhada de viés estratificada por dominios e itens avaliados ¢ apresentada na Tabela
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DISCUSSAO

A partir de uma triagem sistematica, observamos que a maioria dos estudos que
investigaram as alteragdes no SNC causadas pelo 7. cruzi foram realizadas em paises
em desenvolvimento, revelando que os esforcos de pesquisa estdo concentrados nos
paises onde a doenca de Chagas ¢ endémica (Antinori et al., 2017). Além disto,
identificamos um escore geral limitado de qualidade metodoldgica para o conjunto de
estudos. Como a analise do viés deste relatorio foi estruturada a partir de requisitos
basicos para a aquisi¢do e interpretacdo racional dos resultados, a qualidade da
evidéncia limitada poderia ser atribuida a estudos com escores metodologicos
individuais baixos (Zoltowski et al., 2014). Esses aspectos apontam para a necessidade
urgente de uma andlise e interpretacdo mais rigorosa das evidéncias, que devem
considerar todos os elementos criticos que podem prejudicar a validade de construgéo
dos estudos. Claramente nossos resultados mostraram também uma influéncia
temporal na variagdo de viés, uma vez que estudos mais antigos apresentaram
descrigdes pobres dos estudos, atendendo a poucos critérios estabelecidos na analise
de viés. Em geral nossos achados mostram que houve uma melhora no detalhamento
dos estudos ao longo dos anos, provavelmente pelo desenvolvimento de novas técnicas
e métodos estatisticos, assim como o aumento da disponibilidade de diretrizes e
estratégias regulatorias adotadas para estimular a confeccdo de relatorios cientificos

mais claros e concisos.

Apesar das limitagdes metodologicas, elementos importantes nos
delineamentos experimentais foram corretamente identificados em nosso
levantamento, contribuindo para a confiabilidade e reprodutibilidade dos estudos,
principalmente nos relatos mais recentes. Dados como modelo animal, sexo, peso,
estirpe parasitaria, via de administragdo e parasitemia, foram consistentemente
relatados. Nossos resultados mostram que camundongos foram o modelo animal mais
utilizado. Uma sele¢@o adequada de espécies animais e antecedentes genéticos é
crucial nas investigacdes de doencas parasitarias, uma vez que esses fatores estdo
diretamente relacionados a resisténcia do hospedeiro e a suscetibilidade ao patogeno
(Andrade et al. 2002; Ledn et al. 2016). Além disto, camundongos sdo aplicaveis,
especialmente considerando que sdo suscetiveis a infec¢do por 7. cruzi e, além de
representar um modelo animal onde os achados podem ser extrapolados para a

realidade humana, principalmente em relagao as alteragdes histopatoldgicas (Andrade
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etal. 2002). Além da similaridade deve-se levar em consideragdo também que modelos
murinos sdo mais faceis de manusear, alojar e apresentam baixo custo de manutengéo.
Nossos dados também mostraram um nimero reduzido de trabalhos utilizando animais
maiores como modelos da doenga de Chagas, especialmente cavalos e porcos,
possivelmente esta limitagdo se deu pela baixa disponibilidade, elevados custos e

problemas para aprovag@o nos comités de ética.

Além dos modelos de camundongos, cepas semelhantes também foram
utilizadas para induzir a infec¢@o pelo 7. cruzi nos estudos analisados. A sele¢do da
cepa parasitaria € essencial especialmente considerando os perfis varidveis de
infectividade, patogenicidade e viruléncia (Andrade et al. 2002; Manoel-Caetano e
Silva, 2007; Ledn et al. 2016). Em geral, as cepas descritas neste estudo apresentam
elevada viruléncia e patogenicidade. Estes dados estdo em conformidade com os
principais achados morfolégicos apresentados em nossos resultados, com predominio
de focos inflamatorios moderados a intensos e elevado numero de infiltrados
mononucleares e linfociticos. Esses elementos estdo intimamente correlacionados com
modelos agudos de infec¢@o, uma vez que os animais frequentemente morrem antes
de desenvolver a infeccdo cronica (Chatelain e Konar, 2015). Como as cepas de
parasitas utilizadas estavam alinhadas com as fases de interesse na doenga de Chagas,
ou seja, a fase aguda, os estudos analisados exibiram um importante elemento de

consisténcia metodoldgica, com reflexo positivo na validade da descrigdo.

Os achados morfologicos mais frequentes encontradas em nossa revisdo foram
focos de infiltrado inflamatério no SNC durante a fase aguda da infec¢do com 7. cruzi,
predominando células mononucleares, principalmente linfocitos (T CD4+ e T CD8+).
Os tecidos ou zonas com focos inflamatérios foram os espagos perivasculares,
meninges do cérebro e raizes nervosas da medula espinal. Levando em consideracdo
que o SNC ¢ considerado um sitio imunoprivilegiado, devido a barreira
hematoencefalica (Ziv et al., 2006), o desenvolvimento de infiltrados inflamatérios
nestas regides s6 ocorrem em casos de infec¢do intensa. Talvez por isso a forma como
o T. cruzi consegue ingressar no SNC ¢ variavel, pouco estudada e rara, porém quando
estas alteragdes sdo encontradas, normalmente indicam uma lesdo grave,
principalmente nos casos de tripanossomiases americana ou africana (Galea, 2007;
Masocha e Kristensson 2012). A abertura da barreira hematoencefalica acontece

quando fatores derivados de patogenos (e.g., cisteina protease) sdo reconhecidos pelos
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linfécitos T. A ativagdo destes linfocitos, leva a produgéo de citocinas (IFNo/p, IFNy
e TNFa), que se difundem no SNC, estimulando as células endoteliais cerebrais a
produzir moléculas de Adesdo de Leucocitos Ativados (ALCAM, ICAM-1) e
moléculas de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1), que favorecem a migragaocelular.
Além disto, estas citocinas também estimulam astrécitos a produzir citocinas
quimiotaticas como CXCL10 que aumentam a permeabilidade da BHE, permitindo a
disseminagdo de formas flageladas do 7.cruzi e também de linfocitos que podem
conter no seu interior a forma amastigota do parasita (Rocha et al., 1994; Silva et al.,
2010; Masocha e Kristensson, 2012). Em nosso estudo, observou-se, na maioria dos
trabalhos, a presenca de amastigotas no citoplasma das células dos nucleos da base,
células da glia (astrocitos, microglia, ependimécitos e oligodendrocitos), cerebelo e
células de purkinje, bem como a formagfo de focos de infiltrados inflamatorios
linfocitdrios no SNC. Por outro lado, a presenca de parasitas flagelados de
tripanossomas também estimulam a resposta humoral, e consequentemente a abertura

da BHE (Masocha e Kristensson, 2012).

Outro ponto interessante ¢ que células mononucleares e macréfagos respondem
reconhecendo Padrdes Moleculares Associados a Patégenos (PAMP's) circulantes,
produzindo citocinas pré-inflamatérias, como IL-1 e IL-6, que podem se difundir no
SNC e estimular a produgdo de mediadores importantes no aumento da permeabilidade
vascular como a prostaglandina E e consequentemente facilitar a entrada de células
inflamatorias no SNC (Vitkovic et al., 2000; Banks, 2009; Chizzolini ¢ Brembilla,
2009Kawai e Akira, 2010). Guillamoén-Vivancos et al., 2015). Todas estas alteragdes
viabilizam a instalag¢@o de um processo inflamatorio que sera controlado por astrécitos,
micrdglias e neurdnios (Galea et al., 2007). No entanto, ainda ndo esta claro quais
mecanismos seriam utilizados neste controle e menos ainda quais os mediadores
envolvidos na inibi¢do da proliferagdo celular (Meinl et al., 1994). Atualmente sabe-
se que células T reguladoras também s@o ativadas para controlar a miogragéo celular
e consequentemente a instalagdo da inflamacéo (Trajkovic et al., 2004). No entanto,
no caso da infec¢do por 7. cruzi, esta modulagdo ndo ¢ suficiente para impedir a
migragdo celular e consequentemente a limitar a instalagdo de uma inflamacdo aguda

no tecido.

As diversas manifestacdes clinicas durante a doenga de Chagas estdo

diretamente ligadas ao genotipo dos parasitas circulantes, a origem geografica e, aos
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ciclos de transmissdo silvestre e doméstico, j4 que estas variagdes nas populacdes
determinam o tropismo aos tecidos, a parasitemia e a patogéneses nos hospedeiros
vertebrados durante a fase aguda e cronica da doenga (Andrade et al., 1999; Macedo
et al., 2004; Magalhaes-Santos et al., 2004; Botero et al., 2007). Em nossa revisdo
observamos que, apds cinquenta inoculagdes feitas com mais de 20 cepas de 7. cruzi
diferentes, aquelas pertencentes aos gendtipos Tcl (ex. Colombiana), Tcll (ex. Y)
(Minning, 2011) e TcIV (ex. AMO05) (Meza et al., 2014) foram as que apresentaram
histotropismo para o SNC. As cepas Tcl e Tcll podem ser encontradas em diferentes
tecidos inclusive no tecido nervoso (Andrade et al., 2010; Minning, 2011; Zingales et
al., 2012). No entanto, as cepas do genotipo TclV apresentam, tropismo preferencial
pelo SNC (Meza et al., 2014). Esta tendéncia nos mostra a importancia de conhecer o
gendétipo de 7. cruzi para melhor entender as manifestagdes e evolucdo clinica da
doenga. Baseado neste tropismo € possivel avaliar a necessidade de novos tratamentos
mais eficientes e menos toxicos de acordo com os principais locais de infeccdo do
parasita. E possivel que a relagio entre genétipo parasitario e tropismo seja relevante
para o delineamento racional de drogas capazes de alcangar os sitios prioritarios de

infecgdo.

Entre as ferramentas usadas para o estudo das altera¢cdes morfoldgicas no SNC
durante a infeccdo com 7. cruzi, a andlise histopatologica foi a mais utilizada ja que €
um método simples, rapido e econdmico. Esta analise permite o estudo de grandes
secdes da amostra de tecido e, fornece uma importante ferramenta de diagndstico que
tem a capacidade de examinar a arquitetura interna das células e tecidos infectados
(Mescher, 2016). Além disto, estudos histopatologicos permitem a identificagdo de
respostas teciduais tipicas que variam a medida que uma infec¢do progride das fases
agudas para cronicas ou disseminadas (Gupta et al., 2009). Quando as alteracdes
histologicas observadas em tecidos possuem relacdo relevante com as manifestagdes
clinicas, estas caracteristicas podem fornecer informacdes suficientes para identificar
corretamente um tipo particular de microrganismo (Woods e Walker, 1996; Powers,

1998; Procop e Wilson, 2001).

Esta revisdo ¢ o primeiro estudo a compilar sistematicamente os resultados de
trabalhos que descrevem as altera¢des provocadas por 7. cruzi a nivel de SNC.
Portanto, nossos achados reforcam a importancia de algumas analises determinantes

nas primeiras etapas do diagnostico da doenga de Chagas, como a carga parasitaria, ja
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que em alguns casos os parasitos circundantes podem ndo ser detectados, porém,
podem estar causando dano progressivo a 6rgdos, como coragdo, esofago e codlon
(Girones e Fresno, 2003; Teixeira et al., 2006). Esta correlagdo negativa se deve a
aspectos determinantes da doenca de Chagas como o genoétipo e a cepa infectante de
T. cruzi bem como a imunogenética do hospedeiro (Costa et al., 2009), que ditariam
os parametros preditivos finais. Sendo assim, os mecanismos de persisténcia do
parasito e a qualidade da resposta imune, podem determinar a extensdo do dano
tecidual (Gutierrez et al., 2009). Baseado nisso, descrevemos neste trabalho, os 6rgios
ou tecidos que podem estar sofrendo algum tipo de alteragfo e qual o tipo de alterag@o,
o que auxilia em uma descri¢do precisa do quadro clinico associado a doenga. A pesar
deste trabalho ter avaliado somente modelos animais e que estes ndo necessariamente
refletem com precisdo a doenca humana, é notorio que este estudo aborda questdes
clinicamente relevantes, incluindo tropismo de tecidos, sintomas, resposta imune e,
farmacocinética/farmacodinamica humana (Chatelain e Konar, 2015), podendo assim,

ter seus resultados extrapolados a pacientes chagasicos humanos.

O processo de sele¢do dos trabalhos foi baseado nas praticas amplamente
recomendadas e aceitas para a realizagdo das revisdes sistematicas. Uma questdo
relevante destacada em nosso estudo esta relacionada ao viés da publicacdo. Para isto
utilizamos o Guia ARRIVE, que permitiu testar o grau de confiabilidade dos estudos
individualmente e posteriormente de forma coletiva. Apos esta analise percebemos que
aspectos relativos a organizagéo e descri¢do dos experimentos foram negligenciados,
entre eles podemos citar, a falta de randomizagéo e auséncia de estudos duplo-cego,
principalmente em trabalhos com mais de 15 anos. Acreditamos que isto demonstra o
baixo rigor metodoldgico dos estudos no inicio das pesquisas com T.cruzi. Por isto,
realizar um estudo de revisdo sistemdtica sobre este assunto € extremamente
importante porque mostra os pontos que devem ser corrigidos em estudos futuros, para
que ndo haja comprometimento na reproducdo das técnicas e na qualidade dos

resultados apresentados nos estudos da area.

Em conclusdo, nossa revisdo sistematica conseguiu compilar trabalhos que
avaliaram alteragdes histopatoldgicas no SNC durante a infecdo com 7. cruzi, onde
evidenciamos o tropismo diferencial dos gendtipos Tcl, Tcll e TcIV e TcVI por
estruturas do cérebro, cerebelo e medula espinal. Alteragdes como a intensidade dos

focos inflamatorios e o numero de ninhos de parasitos estdo vinculados a diversidade
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genética das diferentes cepas de 7. cruzi, origem geografica e, ciclos de transmissio
silvestre e doméstico das cepas. Finalmente destacamos como o conhecimento
minucioso sobre os diversos quadros clinicos que podem acontecer durante a doenca
de Chagas sdo determinantes nio so, no conhecimento da doenga, mas também, como
facilitador do diagndstico precoce e eficiente. Sendo assim, a administracdo de um
tratamento adequado, podera garantir uma boa qualidade de vida dos individuos

acometidos com a doenga de Chagas.
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Tabela S1. Estratégia de busca completa com filtros de busca e nimero de estudos recuperados nas

bases de dados PubMed-Medline e Scopus.

PubMed-MEDLINE — Search filters
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“Trypanosoma cruzi’[MeSH Terms] OR “African sleeping sickness”’[MeSH Terms]
OR “African sleeping sicknesses”’[MeSH Terms] OR “Trypanosoma brucei”’[MeSH
Terms] OR “Trypanosoma gambiense”[MeSH Terms] OR “Trypanosoma
rhodesiense”[MeSH Terms] OR “African trypanosomiases”’[MeSH Terms] OR
"chagas disease"[TIAB] OR "trypanosomiasis, african"[TIAB] OR
"Trypanosomiasis"[TIAB] OR  "Trypanosoma"[TIAB]) OR  “American
trypanosomiasis”[TIAB] OR “Trypanosoma cruzi”’[TIAB] OR “African sleeping
sickness”’[TIAB] OR “African sleeping sicknesses”[TIAB] OR “Trypanosoma
brucei”[TIAB] OR “Trypanosoma gambiense”[TIAB] OR “Trypanosoma
rhodesiense”[ TIAB] OR “African trypanosomiases”[ TIAB])

37556

#2 Nervous system

("nervous system"[MeSH Terms] OR "central nervous system"[MeSH Terms] OR
"peripheral nervous system"[MeSH Terms] OR "brain"[MeSH Terms] OR "spinal
cord"[MeSH Terms] OR "nerve fibers"[MeSH Terms] OR "neurons"[MeSH Terms]
OR "axons"[MeSH Terms] OR "dendrites"[MeSH Terms] OR "neuroglia"[MeSH
Terms] OR '"ependymoglial cells"[MeSH Terms] OR '"autonomic nervous
system"[MeSH Terms] OR "autonomic pathways"[MeSH Terms] OR "enteric nervous
system"[MeSH Terms] OR "ganglia, autonomic"[MeSH Terms] OR "parasympathetic
nervous system"[MeSH Terms] OR "sympathetic nervous system"[MeSH Terms] OR
"nervous system"[TIAB] OR "central nervous system"[TIAB] OR "peripheral nervous
system"[TIAB] OR "brain"[TIAB] OR "spinal cord"[TIAB] OR "nerve fibers"[TIAB]
OR  '"neurons"[TIAB] OR '"axons"[TIAB] OR ‘"dendrites"[TIAB] OR
"neuroglia"[TIAB] OR glial cells[TIAB] OR "ependymoglial cells"[TIAB] OR
Ependymoglial Cells[TIAB] OR "autonomic nervous system"[TIAB] OR "autonomic
pathways"[TIAB] OR  ‘"enteric nervous system"[TIAB] OR "ganglia,
autonomic"[TIAB] OR "parasympathetic nervous system"[TIAB] OR "sympathetic
nervous system"[TIAB])

2273122

#3 Mammals filter:

("mammals"[MeSH Terms] OR "opossums"[MeSH Terms] OR "insectivora"[MeSH
Terms] OR "marsupialia"[MeSH Terms] OR "monotremata"[MeSH Terms] OR
"dogs"[MeSH Terms] OR "cats"[MeSH Terms] OR "cattle"[MeSH Terms] OR
"livestock"[MeSH Terms] OR "goats"[MeSH Terms] OR "sheep, domestic"[MeSH
Terms] OR "horses"[MeSH Terms] OR "ruminants"[MeSH Terms] OR
"shrews"[MeSH Terms] OR "arvicolinae"[MeSH Terms] OR "elephants"[MeSH
Terms] OR "hyraxes"[MeSH Terms] OR "trichechus"[MeSH Terms] OR "proboscidea
mammal"[MeSH Terms] OR "sirenia"[MeSH Terms] OR "sloths"[MeSH Terms] OR
"xenarthra"[MeSH Terms] OR "armadillos"[MeSH Terms] OR "tupaiidae"[MeSH
Terms] OR "scandentia"[MeSH Terms] OR "lemur"[MeSH Terms] OR

1719135
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"primates"[MeSH Terms] OR "hominidae"[MeSH Terms] OR "pongo"[MeSH Terms]
OR "pan troglodytes"[MeSH Terms] OR "pan paniscus"[MeSH Terms] OR "gorilla
gorilla"[MeSH Terms] OR "haplorhini"[MeSH Terms] OR "hares"[MeSH Terms] OR
"lagomorpha"[MeSH Terms] OR '"rabbits"[MeSH Terms] OR "rodentia"[MeSH
Terms OR "mice"[MeSH Terms] OR "rats"[MeSH Terms] OR "moles"[MeSH Terms]
OR "hedgehogs"[MeSH Terms] OR "whales"[MeSH Terms] OR "cetacea"[MeSH
Terms] OR "dolphins"[MeSH Terms] OR "artiodactyla"[MeSH Terms] OR
"swine"[MeSH Terms] OR "camels"[MeSH Terms] OR "giraffes"[MeSH Terms] OR
"deer"[MeSH Terms] OR "antelopes"[MeSH Terms] OR "equidae"[MeSH Terms] OR
"perissodactyla"[MeSH  Terms] OR  ‘"chiroptera"[MeSH  Terms] OR
"carnivora"[MeSH Terms] OR "ursidae"[MeSH Terms] OR "procyonidae"[MeSH
Terms] OR '"raccoons"[MeSH Terms] OR "mephitidae"[MeSH Terms] OR
"mustelidae"[MeSH Terms] OR "pinnipedia"[MeSH Terms] OR "strepsirhini"[MeSH
Terms] OR "hylobatidae"[MeSH Terms] OR 'cricetinae"[MeSH Terms] OR
"mammals"[TIAB] OR "opossums"[TIAB] OR '"insectivora"[TIAB] OR
"marsupialia"[ TTAB] OR "monotremata"[TIAB] OR "dogs"[TIAB] OR "cats"[TIAB]
OR "cattle"[TIAB] OR "livestock"[TIAB] OR "goats"[TIAB] OR "sheep,
domestic"[TIAB] OR "horses"[TIAB] OR "ruminants"[TIAB] OR "shrews"[TIAB]
OR "arvicolinae"[TIAB] OR '"elephants"[TIAB] OR "hyraxes"[TIAB] OR
"trichechus"[TIAB] OR "proboscidea mammal"[TIAB] OR "sirenia"[TIAB] OR
"sloths"[TIAB]  OR  "xenarthra"[TIAB] OR  "armadillos"[TIAB] = OR
"tupaiidae"[TIAB] OR "scandentia"[TIAB] OR "lemur"[TIAB] OR "primates"[TIAB]
OR "hominidae"[TIAB] OR "pongo"[TIAB] OR "pan troglodytes"[TIAB] OR "pan
paniscus"[TIAB] OR "gorilla gorilla"[TIAB] OR "haplorhini"[TIAB] OR
"hares"[TIAB] OR "lagomorpha"[TIAB] OR "rabbits"[TIAB] OR "rodentia"[TIAB
OR "mice"[TIAB] OR "rats"[TIAB] OR "moles"[TIAB] OR "hedgehogs"[TIAB] OR
"whales"[TIAB] OR "cetacea"[TTIAB] OR "dolphins"[TTAB] OR
"artiodactyla"[TIAB] OR "swine"[TIAB] OR "camels"[TIAB] OR "giraffes"[TIAB]
OR  "deer"[TIAB] OR '"antelopes"[TIAB] OR '"equidae"[TIAB] OR
"perissodactyla"[TIAB] OR "chiroptera"[TIAB] OR "carnivora"[TIAB] OR
"ursidae"[TIAB] OR  "procyonidae"[TIAB] OR  '"raccoons"[TIAB] OR
"mephitidae"[TIAB] OR "mustelidae"[TIAB] OR '"pinnipedia"[TIAB] OR
"strepsirhini"[TIAB] OR "hylobatidae"[TIAB] OR 'cricetinae"[TIAB] OR
"pig"[TIAB] OR "bat"[TIAB] OR "monkey"[TIAB] OR "bitch"[TIAB] OR
"hamster"[TIAB] OR "coati"[TIAB])

Combined search: (#1 AND #2 AND #3)

388

SCOPUS — Search filters

Retrieved
records

#1 Nervous system

(TITLE-ABS-KEY(“nervous system”) OR TITLE-ABS-KEY(“central nervous
system”) OR TITLE-ABS-KEY(“peripheral nervous system”) OR TITLE-ABS-
KEY(“brain”) OR TITLE-ABS-KEY(“spinal cord”) OR TITLE-ABS-KEY(“nerve
fibers”) OR TITLE-ABS-KEY(“neurons”) OR TITLE-ABS-KEY(“axons”) OR
TITLE-ABS-KEY (“dendrites™) OR TITLE-ABS-KEY (“neuroglia”) OR TITLE-ABS-
KEY(“ependymoglial cells”) OR TITLE-ABS-KEY(“autonomic nervous system’)
OR TITLE-ABS-KEY(“autonomic pathways”) OR TITLE-ABS-KEY(“enteric

3075367
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nervous system”) OR TITLE-ABS-KEY(“ganglia, autonomic”) OR TITLE-ABS-
KEY(“parasympathetic nervous system”) OR TITLE-ABS-KEY(“sympathetic
nervous system”))

#2 Trypanosomiasis

(TITLE-ABS-KEY("chagas disease") OR TITLE-ABS-KEY("trypanosomiasis,
african") OR TITLE-ABS-KEY("trypanosomiasis") OR TITLE-ABS-
KEY("trypanosoma'") OR TITLE-ABS-KEY (“Trypanosoma cruzi”) OR TITLE-ABS-

KEY(“African sleeping sickness”) OR TITLE-ABS-KEY(“African sleeping 46328
sicknesses”) OR TITLE-ABS-KEY(“Trypanosoma brucei”) OR TITLE-ABS-
KEY(*“Trypanosoma gambiense”) OR TITLE-ABS-KEY (*“Trypanosoma
rhodesiense’) OR TITLE-ABS-KEY(“African trypanosomiases™))
Combined search: #1 AND #2 2310
Search limits: animals [limit to] 737
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