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O ser humano é falho, hoje mesmo eu falhei

Ninguém nasce sabendo, entdo me deixe tentar

(Projota — O homem que nao tinha nada)

RESUMO
EFEITOS DO RESVERATROL SOBRE CELULAS



PROGENITORAS NEURAIS ORIUNDAS DE EMBRIOES DE
CAMUNDONGOS INFECTADOS COM Trypanosoma cruzi

Autor: Mateus Fracasso
Orientador: Aleksandro Schafer da Silva

Este estudo teve como objetivo investigar o efeito do resveratrol na
proliferacdo/auto-renovacédo, migracdo e neurogénese de células progenitoras
neurais (CPNs) em embrides de camundongos infectados experimentalmente com
Trypanosoma cruzi. Para o protocolo experimental in vitro, as fémeas foram divididas
em dois grupos: A (ndo infectada e gestante), B (infectada com T. cruzi e gestante).
A infeccéo foi realizada 7 dias apds o acasalamento, pela via subcutanea com cepas
de T. cruzi. Esfregaco sanguineo mostrou que as fémeas infectadas apresentam
formas trypomastigotas de T. cruzi no sangue 5 dias pos infec¢do, permanecendo a
parasitemia até coleta das amostras. Completado treze dias de gestacao foi
realizada anestesia das fémeas, e a remocdo dos embrides. O telencefalo dos
embrides foi coletado e cultivado em cultura celular. Nas culturas foi testado o efeito
do resveratrol na concentracdo de 10uM sobre crescimentos das células nervosas.
Para verificar o crescimento de NPCs, a divisédo celular foi analisada pelo ensaio de
iodeto de propidio. Os resultados revelaram que a infeccdo pelo T. cruzi diminui o
tamanho das neuroesferas comparadas nao infectadas. A andlise feita por citometria
de fluxo mostrou estimulacdo da neurogogénese em CPNs infectadas. O tratamento
com resveratrol foi capaz de aumentar o tamanho das neuroesferas, embora néo
tenha conseguido evitar as alteragbes de tamanho das neuroesferas de embrides
infectados. O resveratrol também nao apresentou efeitos no ciclo celular, isto €, ndo
verificamos diferenca entre grupos para as fases do ciclo celular (S, GO/G1 e G2).
Portanto, concluimos que a Doenca de Chagas € capaz de afetar neurdnios
imaturos e maduros, assim como concluimos que o tratamento com RSV melhora a

gliogénese e restaura a migracao neural durante a infeccao.

Palavras-chave: Doenca de chagas, neurogénese resveratrol, neuroesferas, células

gliais.
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EFFECTS OF RESVERATROL ON CELULAS PROGENITORAS NEURAIS
ORIGINATING FROM OF EMBRYOS OF MICE INFECTED WITH
Trypanosoma cruzi

Author: Mateus Fracasso
Advisor: Aleksandro Schafer da Silva

This study aimed to investigate the effect of resveratrol on the proliferation/self-
renewal, migration, and neurogenesis of neural progenitor cells (NPCs) in embryos of
mice experimentally infected by Trypanosoma cruzi. For the in vitro experimental
protocol, females were divided into two groups: A (uninfected and pregnant), B
(infected byT. cruzi and pregnant). The infection was performed 7 days after mating
by the subcutaneous route with T. cruzi strains. Blood smear showed that infected
females had trypomastigote forms of T. cruzi in the blood 5 days post infection,
remaining parasitemia until samples were collected. Completed thirteen days of
gestation was performed anesthesia of the females, and the removal of the embryos.
The embryonic telencephalon was collected and cultured in cell culture. In the
cultures, the effect of resveratrol at a concentration of 10 uM on nerve cell growth
was tested. To verify the growth of NPCs, cell division was analyzed by the propidium
iodide assay. The results revealed that T. cruzi infection decreases the size of
uninfected compared neurospheres. Analysis by flow cytometry showed stimulation
of neurogogenesis in infected NPCs. Treatment with resveratrol was able to increase
the size of the neurospheres, although it failed to avoid the size changes of the
neurospheres of infected embryos. Resveratrol also had no effects on the cell cycle,
that is, we did not find any difference between groups for the phases of the cell cycle
(S, GO/G1 and G2). Therefore, we conclude that Chagas disease is capable of
affecting mature and immature neurons, as well as concluding that RSV treatment

improves glycogenesis and restores neural migration during infection.

Keywords: Chagas Disease, neurogenesis, resveratrol, neurospheres, glial cells.
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Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e Referéncias encontram-se no préprio

manuscrito e representam a integra deste estudo.
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introducéo e revisao bibliografica desta dissertacao.
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1. INTRODUCAO

Os tripanosomas pertencem a familia Trypanosomatidae e sdo parasitos
intracelulares obrigatorios que apresentam uma ampla distribuicdo geografica (Pérez
2012). Esses parasitos causam doencas no homem bem como em animais
domésticos, sendo desta maneira de grande importancia para saude publica e
veterinaria. Os tripanosomas séo divididos em duas secdes, a stercoraria (Hoare,
1972) cuja a contaminacao ocorre através das mucosas do hospedeiro ou pelas
fezes do vetor como é o caso do Trypanosoma cruzi, ja na secdo salivaria a
contaminacao ocorre pela picada de vetores biologicos. A doenca de Chagas (DC) é
causada pelo protozoario flagelado T. cruzi, o qual afeta cerca de 18 milhfes de
pessoas em regides endémicas da América do Sul e Central (Rassi-Junior et al.,
2009, 2010, 2012). O principal vetor da DC é conhecido vulgarmente como barbeiro,
pertencentes ao género Triatoma, Rhodnius e Panstrogylus (Monteiro, 2017). A
transmissdo ocorre através da insercdo de formas tripomastigotas presentes nas
fezes do barbeiro na via cutanea, pelo ato de cocar, os quais alcancam a corrente
sanguinea e disseminam-se para diferentes oOrgdos e tecidos como o trato
gastrointestinal, coracéo e o cérebro (Monteiro, 2017). No entanto, casos de doenca
aguda tem sido associado a outra forma de infeccdo em humanos, isto €, pela via
oral, através da ingestéo in natura de suco de acai e caldo de cana de ac¢ucar (Inoue
e Guedes 2005). De modo geral, a DC é assintomatica, porém dentre os sintomas
apresentados, as mais frequentes incluem dores abdominais, febre, palpitacées, dor
de cabeca, inchaco ao redor dos olhos (sinal de Romania).

As manifestacfes clinicas associados aos danos neurolégicos podem variar
de acordo com a fase da doenca, bem como o grau de parasitemia. Dados da
literatura revelam que na fase aguda pode ser notado meningoencefalites (Siqueira-
Batista et al. 2007), também cefaleia, convulsées e sinais neuroldgicos (Ferreira et
al. 2005). Na fase crbnica os relatos da literatura evidenciam alteracdes da
motricidade, da linguagem e da inteligéncia, disturbios paraliticos do oculomotor,
sindromes cerebelares, manifestacbes convulsivas, tais sinais caracterizam um

comprometimento do sistema nervoso central (Jardim e Takayanagui 1993).

Além das formas de infeccédo supracitadas, a forma congénita é a forma de
transmissao que ndo pode ser evitada, pelo fato de que essas mulheres podem nao

receber o tratamento devido aos seus efeitos colaterais (Bua et al. 2012). Alguns
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fatores tém relacdo direta, como por exemplo, a carga parasitaria (Hermann et al.
2004). As primeiras células a serem infectadas do embrido s&o os trofoblastos de
acordo com Baergen (2006), pois esse tipo celular esta ligado com a proliferacéo e
morte celular, ou seja, dificultando o crescimento e desenvolvimento fetal (Ji 2013;
Baergen 2006).

Diante da potencial gravidade das manifestacdbes da DC em pessoas
gestantes, se faz necessario a busca por novas drogas capazes de minimizar 0s
efeitos colaterais e de combater o parasito. Nesse estudo utilizaremos o resveratrol,
um composto natural, com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias ja bem
elucidadas (Bottari, 2016, Dasgupta e Bandyopadhyay, 2013). O resveratrol (3,4',5-
trinidroxiestilbeno) é um polifenol com alto potencial antioxidante, naturalmente
encontrado em uvas, frutas e vinhos (Frémon, 2000), cujas propriedades visadas na
medicina incluem a atividade antioxidante, anti-inflamatéria, de imunomodulacéo e

de quimioprevencao (De la Lastra e Villegas, 2007).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo é avaliar se a infeccdo por T. cruzi em camundongas
gestantes interfere na neurogénese e gliogénese de seus embrides, assim como se
o resveratrol poderia evitar ou minimizar essas alteracbes negativas no mesmo

causado pela Doenca de Chagas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se a infeccdo por T. cruzi em camundongas gestantes interfere na
neurogénese e gliogénese de seus embrides.

Investigar se o resveratrol in vitro interfere na proliferacédo, migracdo, morte e destino
neural de células precursoras neurais (CPNs) obtidas a partir de telencefalo de
embrides oriundos de animais infectados com T. cruzi.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DOENCA DE CHAGAS

Causada pelo Trypanosoma cruzi, a Doenca de Chagas foi descoberta por
Carlos Ribeiro Justiano Chagas em 1909 (Batista et al., 2007). A transmissao ocorre
pelas fezes dos vetores das familias de “Barbeiros” como sdo popularmente
conhecidos Triatoma, Rhodnius e Panstrogylus (Monteiro, 2017). Esses vetores,
possuem ampla distribuicdo geografica, entretanto por ser uma doenca vetorial,
percebe-se ao passar dos anos que tal moléstia vem sendo diagnosticada em
paises que ndo sdo endémicos de acordo com estudo de Méndes et al. (2015),
resultado da migracdo de pessoas infectadas (Moncayo e Silveira, 2009). Apesar de
apresentar sintomas como inchaco ao redor dos olhos “Sinal de Romafna”, dores
musculares e/ou febre em alguns casos, na grande maioria dos casos a DC é

assintomatica, dificultando o diagndstico bem como o tratamento.

Além da transmisséo vetorial do protozoario flagelado, ainda existem outras
maneiras de contagio da doenca, como a transmissdo materno-fetal ou congénita
(Reiche et al.,, 1996). Os dados literarios apresentam alguns fatores que séo
determinantes neste tipo de transmissdo, isto €, alta parasitemia ou entdo a
reinfeccdo das mées gestantes (Andrade et al., 2006). Uma vez que a mae gestante
apresenta algum tipo de lesdo na placenta, ela acaba sendo a porta de entrada para
as formas tripomastigotas causarem danos no desenvolvimento da placenta, e
posteriormente podendo atingir a circulacdo intrauterina e desta maneira alcar
qualquer tipo de célula do feto (Andrade et al., 2006; Lana e Tafuri, 2000; Rey,
1991). Existem casos de infeccéo por T. cruzi pela ingestao de caldo de cana e suco
de acai in natura de acordo com Valente et al. (2006), sendo essa via a mais comum
de acordo com os dados do Ministério da Saude em 2015. Transplante de érgdos e
transfusdo de sangue, acidentes laboratoriais e alguns relatos de caso de
transmissao via sexual também podem ser formas de infeccdo em humanos (Dias,
1997).
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3.1.1 Caracteristicas gerais do T. cruzi

O T. cruzi é considerado um parasito obrigatorio, pertencente a familia
Trypanosomatidae, sec¢ao Stercoraria, da ordem Kinetoplastida segundo Hoare
(1972) e género Trypanosoma (Taylor et al., 2017). Os membros desse género sao
heteroxenos (Taylor et al., 2017), ou seja, possuem dois ou mais hospedeiros
(Monteiro, 2017) e em seu ciclo evolutivo, passam pelos estagios de amastigota
onde possui corpo arredondado, no estagio de promastigota o cinetoplasto e o
cinetossoma encontram-se anterior ao nucleo ausente de membrana ondulante. J&
no estagio de epimastigota ha presenca de membrana ondulante e o citenoplasto e
cinetossoma situam-se anterior ao nucleo e o estagio de tripomastigota o
cinetoplasto e cinetossoma estdo localizados na extremidade posterior dos
protozoarios e o flagelo forma uma membrana ondulante que € encontrada na parte

lateral de todo o corpo (Monteiro, 2017; Taylor et al., 2017).

3.1.2 Fases da doenca de Chagas

Uma vez infectado, o individuo entra na fase aguda da doenca, sendo que
esta fase ocorre entre 4 a 12 dias poés-infeccdo (Kashiwabara et al., 2013). Nessa
fase o parasito encontra-se no sangue na forma tripomastigota e que nao se
multiplicam no sangue, sendo essa forma a infectante. Segundo Molina e Molina
(2017) é possivel o diagnostico da zoonose, onde exames laboratoriais s&o
utilizados para a confirmacdo da presenca do parasito, dentre eles exame
parasitolégico direto, através da coleta do sangue periférico e/ou sorolégico com
anticorpos IgM anti-T. cruzi ou IgG anti-T. cruzi (Dias et al., 2015) e/ou usando
hemaglutinagéo indireta (HAI), imunofluorescéncia direta (IFl) segundo Neves et al
(2005) ou teste imunoenzimatico (Elisa) (Cavalcanti et al., 2008). Uma vez que o
individuo passe para a fase crénica da doenca, podem ser encontradas formas
amastigotas desprovidas de flagelos que se multiplicam em inameros tipos celulares,
principalmente no coragéo (Molina e Molina, 2017).

Desta maneira, a doenga de Chagas quando avanca a fase crbnica pode
evoluir para uma forma indeterminada que pode durar de 30 a 40 anos, para uma

forma cardiaca, forma digestiva ou entdo uma forma mista de ambas (Kashiwabara
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et al., 2013). Na cardiopatia chagésica crénica (Gomes et al., 2007), uma vez que 0S
sistemas cardiaco e vascular sdo comprometidos, aumentam as chances do
desenvolvimento de trombos, que por sua vez, podem levar a infartos cerebrais com
sequelas ou até mesmo obtido do individuo (Aras et al., 2003), além de febre,
hemorragia e hepatoesplenomegalia (Kashiwabara et al., 2013). Também, destaca-
se 0 comprometimento do trato gastrointestinal, esse comprometimento deve-se a
lesdo causada pelo T. cruzi nos neurdnios, que tem como consequéncia uma
desordem nos movimentos peristalticos, levando a deficiéncias no esvaziamento do
tubo digestivo bem como alteragbes anatdmicas nos 6rgaos (Andreollo e Malafaia
2009; Pedra et al., 2011).

3.1.3 Ciclo biolégico

Tendo em vista que existem varias formas de infec¢cdo supracitadas acima, a
segunda forma mais comum ¢é através de vetores ficando atras da via oral de acordo
com o Ministério da Saude (2015). A transmissao por vetores infectados com formas
epimastigotas de T. cruzi (Taylor et al., 2017). O ciclo biolégico da doenca
transmitido de forma vetorial, acontece quando ha uma ingestdo das formas
tripomastigotas pelo barbeiro ao picar um hospedeiro que esteja contaminado. Uma
vez infectado, no intestino do barbeiro o T. cruzi, se transforma em formas
epimastigotas que se direciona ao reto (Monteiro, 2017). No momento que as formas
epimastigoras alcancam o reto, elas se transformam em tripomastigotas metaciclicas
(forma infectante). A infec¢cdo acontece quando o barbeiro pica o individuo e acaba
defecando préximo ao local da picada, ao cocar as formas infectantes entram em
contato com o local da picada e desta maneira caem na circulacdo sanguinea,

alcancando 6rgdos importantes como coracgao, baco e colon (Monteiro, 2017).

3.1.4 Medidas Preventivas

No que se diz respeito a contaminacéo oral, torna-se um topico mais dificil de
ser controlado, uma vez que a contaminacdo € esporadica, medidas de selegéo e
higiene dos alimentos € a forma mais segura de evitar esse tipo de contaminacao

(Costa et al.,, 2013). Com relacdo a contaminacao via transplante de 6érgdos e/ou
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transfusdo de sague, exames laboratoriais sdo fundamentais para a deteccado dos
protozoarios. No que se diz respeito a transmissao congénita, ndo possui nenhuma
medida preventiva, porém a deteccdo da doenca bem como o tratamento e
acompanhamento da mesma € recomendado (Costa et al., 2013).

Tendo em vista que o “Mal de Chagas” além de ter outras formas de contagio
também existe a vetorial, de ampla distribuicdo em todo territério nacional, algumas
medidas preventivas podem ser tomadas para que as chances de infec¢cdo sejam
diminuidas, uma delas é a retirada dos barbeiros dos ambientes domiciliares para
gue as chances de interacdo entre homem-vetor sejam reduzidas segundo Bedin et
al. (2001), e isso pode ser feito com dedetizacao periddicas.

3.1.4 Epidemiologia da Doenca

A moléstia é considerada como uma doenca negligenciada afetando cerca de
18 milhdes de pessoas em regies endémicas da América do Sul e Central (Rassi-
Janior et al., 2009, 2010, 2012), sendo de maior prevaléncia na América Latina e
endémica de 21 paises (Molina e Molina, 2017) e a OMS. Dados epidemioldgicos de
2010 revelam que no Brasil, existem cerca de 1.156.821 de pessoas portadoras da
doenca. Na Tabela 1, nota-se uma mudanca nos parametros epidemiolégicos dos

paises da América Latina de 2000 a 2010.

Tabela 1. Parametros epidemiol6gicos em 21 paises da América Latina.

Parametros 2000 2006 2010
NUmero de mortes/ano 21.000 12.500 12.000
NuUmero de pessoas infectadas 18.000.000 15.000.000 5.742.167
Novas transmissoes vetoriais/ano 200.000 41.200 29.925

Fonte: Adaptado de Pan American Health Organization, 200617 (TDR/WHO, PAHO, WHO);
de World Health Organization, 2015.

Desordens ambientais, alteracdes climaticas bem como a migracdo de
pessoas (Dias et al., 2015) tem levado a Doenca de Chagas a paises nao
endémicos. Dados epidemiologicos revelam que em torno de 72 mil pessoas
estejam infectadas no continente europeu (ECDC; 2014). Entre 2000 e 2013, no
Brasil de acordo com o Ministério da Saude (2015) foram registrados cerca de 1570

novos casos de Doenca de Chagas na fase aguda, sendo que 91,1% dos casos
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foram registrados na regido Norte, assim como na regidao Nordeste (4,7%), Sul
(0,2%), Centro-Oeste (1,8%) e o Sudeste (0,8%). O Estado do Para foi responsavel

por 75% de todos 0s casos no pais.

3.1.6 Tratamento

O tratamento da DC é feito através de antiparasitarios como nifurtimox e
benznidazol (Figura 1), sendo permitido no Brasil apenas o uso do benznidazol
(Rochagan®) e a posologia varia com a forma de infeccdo (Pérez-Molina e Molina,
2017). Os farmacos tém efeito apenas na forma aguda da doenca, agindo sob as
formas tripomastigotas do T. cruzi (Costa et al, 2013). De acordo com Oliveira et al.
(2008), se os farmacos foram administrados na fase aguda da doenca, as
possibilidades de cura alcangcam 80%, ja na fase crénica as chances de cura nao

ultrapassam 30%.
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O mecanismo de acdo do benznidazol tem relagdo com intermediarios
metabdlitos nucleofilicos. De acordo com Davango (2015) o grupo nitro (NOZ2)
presente na molécula de benznidazol é reduzido ao grupo amino (NH2) através de
enzimas nitroredutases que atuam especificamente em R-NO2. Posteriormente, uma
reacao catalisada pela NADPH P450 redutase forma um intermediario radical (R-
NO2 -) e depois a formagédo de hidroxilamina (R-NHOH). O radical nitro formado
neste processo estaria atuando no efeito tripanocida do farmaco através de ligacdes

covalentes com macromoléculas do parasito, isto €, o0 DNA nuclear e mitocondrial,
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lipideos e proteina (Castro e Diaz de Toranzo, 1988; Urbina, 2002). Conforme
descrito na bula do Rochagan® alguns efeitos coletareis sdo: urticaria, fadiga, e

insuficiéncia renal e hepatica.

4, ALTERAQOES BIOQUIMICAS E NEURONAIS CAUSADAS PELO T.
cruzi
Tendo em vista que o parasito tem a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica, nota-se na fase aguda o inicio do comprometimento neural
(Batista et al., 2007), bem como alteracdes bioquimicas causas pelo T. cruzi, como
alteracdes na atividade da histona desacetilase (Campo, 2017) e da CCR 5 (Oliveira,
2016).

7

Estudos demonstram que o T. cruzi é capaz de ativar mediadores proé-
inflamatorios como a Interleucina 12 (IL-12) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
que ativam os macrdofagos bem como a éxido nitrico sintase. O Oxido nitrico atua
diretamente sobre o T. cruzi, entretanto com a ativacado do TNF-a induz células nao-
alvo a apoptose, que por consequéncia pode levar a morte subita ou insuficiéncia
cardiaca (Chuenkova e Pereira-Perrin, 2011). A AChE teve uma maior atividade na
fase aguda quando comparada com a fase cronica da infeccdo causada por
Trypanosoma evansi (Da Silva et al., 2011), sugerido assim, uma modulacdo na
resposta inflamatoria neste tipo de infeccdo. De acordo com a Hardison et al. (2006),

a CCR 5 esta intimamente ligada no controle da replicacdo do T. cruzi.

Uma vez que o ser humano € infectado, a DC chega ao seu estado cronico, ja
foram descritas na literatura onde ocorre um comprometimento neuronal de ordem
motora e intelectual de acordo com estudos de Wacremann et al. (2008). Estudos
revelam que o T. cruzi também exerce efeitos nas sinapses excitatorias (Chuenkova
e Pereira-Perrin, 2011). O mecanismo neural exato provocado pelo parasito ainda
nao esta claramente compreendido. Dentre os tipos celulares que sdo parasitados
pelo T. cruzi sédo células gliais e as células de Schwann (Brener e Andrade 1979),

mas nao é frequente a parasitemia em neurénios (Da Mata et al., 2000).

De acordo com um estudo de Batista et al. (2008), na fase aguda o T. cruzi

pode levar a uma desenervacdo autonémica ou entdo a penetragdo no sistema
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nervoso central, levando a um quadro de meningoencefalite chagasica crénica. Um
estudo de Pedreira et al. (1953) descreveu que o parasito é capaz de alcancar o
sistema nervoso central, e na fase cronica pode ser encontrado no liquor, assim
como a longo prazo pacientes com neuro-infeccdo causada pelo T. cruzi pode
desenvolver casos de déficit cognitivo e/ou sindromes cerebelares, sintomas
caracteristicos da fase crénica (Batista et al. 2008). Também na fase crénica da
doenca o sistema nervoso central autbnomo € afetado, o que tem inicio ainda na
fase aguda e se agrava na fase crbnica, onde nota-se a presenca das formas
amastigotas presentes nos ganglios parassimpaticos (Batista et al., 2008; Siqueira-
Batista et al., 2007; Sica, 1994).

5. NEUROGENESE

A neurogénese é primariamente um processo de desenvolvimento que
envolve a proliferacdo, migracédo e diferenciacdo de célula tronco neural ou células
progenitoras neurais (Figura 2) (CPNs), as quais podem dar origem a neurénios,
astrocitos e oligodendrdcitos (Altman e Das 1965). A neurogénese ocorre em
regides discretas do cérebro incluindo a zona subventricular (ZSV) dos ventriculos
laterais de acordo com Luskin (1993) e a zona subgranular (ZSG) do giro dentado
(GD) em animais adultos (Kaplan e Hinds, 1977). Uma vez que as formas infectantes
de T. cruzi alcancem o sistema nervoso central, pode haver um comprometimento
nessas regides supracitadas e consequentemente uma disfuncdo na
proliferacdo/regeneracdo de novas células nervosas, causando os distirbios

nervosos ja descritos.

Estudos recentes de Kempermann (2011) evidenciaram que na ZSG existem
trés tipos de células tronco, elas se diferem umas das outras pela sua forma de
migracao, forma morfoldgica, expressédo de genes e/ou atividade de multiplicacdo. O
tipo 1 de célula tronco, assemelha-se com células gliais morfologicamente e
possuem singularidade de astrocitos (Filippov et al. 2003). Ja o tipo 2 € descendente
do tipo 1, sendo células de maiores propor¢cdes quando comparadas ao tipo 1
(Kempermann 2011), e divide-se em tipo 2a e 2b, diferindo uma da outra apenas na

expressdo de marcadores de diferenciacdo neuronal (Farzanehfar, 2018). Por fim,
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as células do tipo 3 sdo consideradas neuroblastos migratorios e expressam
marcadores de diferencia¢ao neuronal (Farzanehfar, 2018).

Ja na ZSV (Figura 3), estudos apontaram que existem quatro tipos celulares em
adultos. As células do tipo B, assemelham-se com as células gliais e situam-se
proximo as células ependimarias (Liu et al. 2006). As células tipo C sdo conhecidas
como as células progenitoras da ZSV em encéfalos adultos (Kempermann 2011), ja
as células do tipo A nada mais sao do que neuroblastos descendente das células do
tipo C, elas ainda possuem a capacidade de proliferacdo, porém um uma menor
escala do que suas progenitoras (Farzanehfar 2018).

Figura 2. Processo de neurogenese em cérebro adulto.

Células
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Neurais

Proliferagdo Especificagdo do
Celular destino neuronal

Maturacao Neuronal

Fonte: Modificado (Dias, 2016)

A neurogenese € um processo importante, assim como altamente regulado, mas
alguns fatores podem influenciar esse processo, como fatores ambientais, hormonas
e/ou neuronais (Da Silva, 2009). Os moduladores neurogénicos adultos séao
amplamente estudados e conhecidos, destacam-se: ransducdo de sinalizacao,
sistemas vascular e imunoldgico, fatores metabdlicos e regulacdo epigenética
(Horgusluoglu et al., 2016, Borsini et al., 2015, Urban and Guillemot, 2014). Um
estudo conduzido por Heale et al. (1994) verificou aumento nos niveis de
glicocorticoides e hormdnios estressantes, que podem diminuir a taxa de

proliferacdo das células neuronais no hipocampo. Essa diminuicdo, pode ser
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explicada aumento e/ou acumulo de glutamato nesta regido (Gould et al., 2000;
Moghddam et al., 1994).

Estudo revelou que gaiolas enriquecidas com brinquedos, tuneis e/ou rodas
favoreceram a neurogenese em roedores (Kempermann et al. 1997), deste modo,
percebe-se que um aumento na atividade exploratéria, estimulam a aprendizagem
dos animais (Da Silva 2009). Esses novos neurbnios que sao oriundos da
neurogenese atuam diretamente na memodria (Kempermann 2002), ou seja, eles
reforcam circuitos neuronais existentes de acordo com a necessidade do ambiente.
Esses novos neurdnios que se situam no GD tém sido comparados com neurénios ja
na sua forma madura, tendo func¢des sinapticas e potenciais de acdo (Van Praag et
al. 2002).

Figura 3. Tipos celulares na ZSV e seus respectivos marcadores.
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Fonte: Modificado (Farzanehfar 2018)

As doencas neuroldgicas bem como as les6es neuronais desencadeiam eventos
que tem contribuicdo direta nos processos inflamatérios, morte neuronal,
excitotoxicidade, disfuncdo da mitocondria, também a ndo homeostase dos niveis de
calcio (McColl et al., 2008). Estudos realizados Horgusluoglu-Moloch et al. (2017)
apontam que a parada da neurogénese em adultos esta diretamente ligada ao
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer.

Além das doencas neurodegenerativas, na literatura as doengas de ordem
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psiquiatricas vém tendo um enfoque maior em sua relacdo com a neurogénese € ja
se sabe que os farmacos usados no tratamento da depressédo sao pro-neurogénicos
(Malberg et al., 2000).

6. RESVERATROL

Além das propriedades antioxidantes, o resveratrol (Figura 4) € um importante
neuroprotetor em condi¢cdes de danos cerebral e nos processos neurodegenerativos
(Anekonda, 2006). O resveratrol tem demonstrado um potente efeito no tratamento
de outras parasitoses como € o caso da toxoplasmose (Bottari et al.,, 2016). O
resveratrol, conforme descrito na literatura atua nos complexos da respiracao celular
da mitocéndria | e Il, também tem acdo na transducdo de sinal envolvendo a
proteina G além de interagir com receptores hormonais e com a vitamina D.
Destaca-se também pela ativacdo da SIRT 1 e SIRT 3, podendo também modular
diferentes genes que determinam a sobrevivéncia, crescimento e diferenciagdo de
neurdnios em diferentes locais do cérebro (Dasgupta e Bandyopadhyay, 2013).
Tendo em vista que o T. cruzi tem a capacidade de ocasionar alteracdes
neuroquimicas, o resveratrol exerce um papel significativo regulando funcdes
importantes no SNC, neste projeto estudaremos os efeitos do resveratrol sobre a
neurogénese em camundongos (embrides e adultos) infectados experimentalmente

com T. cruzi.

Figura 4. Estrutura quimica do trans-resveratrol
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Fonte: (Szkudelski, Szkudelska, 2018).
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O resveratrol tem sido estudado como um cardioprotetor, pela sua ativagcado da
SIRT 1, uma vez que ja esta elucidado que a ativagdo da mesma, contribui para a
cardioprotecao (Pereira et al., 2016; Kim e Dyck, 2015). Além da ativacéao da SIRT 1,
o resveratrol modula a expressao do gene Nrf2 responsavel pela defesa antioxidante
(Pereira et al. 2016). Aumento da expressao da SOD2, remocdo de EROs, assim
como uma diminuicdo da expressao de NOX2 e NOX4 (Park e Pezzuto, 2015; Raj et
al., 2014). O resveratrol possui uma gama de efeitos bioldgicos, isso deve-se pela
ampla diversidade de alvos moleculares que este composto pode interagir, segundo
KurSvietiené et al. (2016), como por exemplo as SIRT supracitadas, além de fatores
de transcricdo, DNA polimerase, adenilato ciclase, citocinas (Mukherjee et al., 2010,

Pirola e Frojdo, 2008), e reducao da glicose sanguinea (Sadi et al., 2014).

Estudo de KurSvietiené et al. (2016) reportaram que um aumento das EROs esta
intimamente ligado as doencgas neurodegenerativas, dentre elas: doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson e derrames. Conhecendo as propriedades do
resveratrol, tem ocorrido estudos dessa molécula como um agente terapéutico para
essas desordens neurodegenerativas. Estudos de Savaskan et al. (2003) por
exemplo, demonstram que o uso de resvetatrol tem efeito neuroprotetor em casos
de doenca de Alzheimer, assim como aumenta os niveis de glutationa e diminui os
niveis do malondialdeido (Jang e Surh, 2003), alteracdes benéficas a saude dos

pacientes.
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Abstract

Chagas disease (CD), affeccting about 7 million people is caused by the flagellate protozoan
Trypanosoma cruzi, which. The central nervous system (CNS) is an important site for T.
cruzi persistence in the host during the chronic phase of infection. Once the individual is
infected, there is a motor and intellectual neuronal damage despite the doubts of the
implications of CD for CNS development and repair. In the present study we tested
resveratrol, a polyphenol found in grapes and widely studied for its neuroprotective and
antioxidant properties, as novel therapy to improve neurogenesis and restore brain impairment
affected in CD. In addition, we investigate the role caused by the parasite during a congenital
infection and CNS development. For this study, NPCs obtained from telencephalon of
infected and uninfected embryos were cultured in presence of resveratrol forming
neurospheres. In order to verify the NPCs growth and cell division was analyzed by
propidium iodide assay. The results revealed that T. cruzi infection decrease size of
neurospheres compared uninfected and arrest GO/G1 phase. Analysis by flow citometry
showed stimulation of neurogliogenesis in infected NPCs. Therefore, we conclued that CD is
capable of affected immature and mature neurons. The treatment with 10uM RSV improve
gliogenesis and restore neural migration during chagas disease as a possible target to CD

disease.

Key-words: Chagas Disease, NPCs, glial cells, mature neurons, biochemistry.
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1. Introduction

Chagas Disease (CD) is caused by Trypanosoma cruzi a flagellated protozoan
responsable to infect about 7 million of people in world according to (1). T. cruzi has a
complex biological cycle, where vectorial transmission occurs by bugs of the Rhodnius and
Panstrogylus genus (2). Beyond of vectorial transmission, other routes of infection are blood
transfusion, sexual transmission, accidental infection (3), oral (4, 5) and congenital
transmission (6, 7). The effects of CD on pregnancy, as well as on fetal outcome are still poor
enlightened.

CD has a dual course of infection, the acute phase is characterized by the appearance
of trypomastigote forms in blood between 4-12 days post-infection (8), showing clinical signs
as fever and characteristic Romafia lesions and possible death dependent on the mass of
parasite load. Surviving the acute phases, the patient evolves the chronic phase with heart
and/or digestive tract impairment (8).

Congenital Chagas transmission is an important health hazard; however, there are no
specific clinical marker of congenital Chagas’ infection. Clinical features of congenital T.
cruzi infection are heterogeneous, ranging from asymptomatic or oligosymptomatic infants to
severe cases with meningoencephalitis, myocarditis or respiratory distress syndrome (9).

Once infection is established, T. cruzi may parasitize any tissue derived from
embryonic mesoderm, endoderm and neuroectoderm. Although cardiac and intestinal
pathologies are most frequent and therefore studied in detail, the central nervous system

(CNS) is also seriously compromised in CD as meningoencephalitis appears as an important
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cause of death in the acute phase of infection (10). Moreover. motor and intellectual neuronal
impairment caused by T. cruzi were described (11, 12). The cell types more frequently
infected by T. cruzi are astrocytes and Schwann cells (13), while less commonly neurons are
infected (14). Without any doubts, neuroinfections caused by T. cruzi originate cases of
cognitive deficits and cerebellar syndromes, usually observed in the chronic phase of the
disease (14, 9). Despite there are some hints regarding CNS damage by CD, the process of
neurodegeneration and possible neuroregeneration under parasite infection still remains
unclear.

In view of the potential severity of CD manifestations in immunocompromised and
pregnant women, as well as congenital defects and toxicity caused by available
chemotherapeutic agents, it is necessary to search for new drugs capable of minimizing side
effects and combating the parasite (15). In this study, resveratrol, a natural compound with
well-elucidated antioxidant and anti-inflammatory properties (16, 17, 18, 19, 20, 21) will be
administered for studying possible therapeutic effects. Such experimental strategy is also
supported by previous knowledge of resveratrol acting as neuroprotector in conditions of
brain damage and neurodegenerative processes (22) and activating SIRT 1 and SIRT 3 genes,
which promote the survival, growth and differentiation of neurons in the brain (23). Thus, the
objective of this study was to evaluate the effects of resveratrol on neurogenesis iduced by T.

cruzi.

2. Material and methods
2.1. Animals and infection

For this study, ten Swiss female mice with a mean age of +60 days weighing 25 £ 5
g were kept in light/dark cycle (12hs) with controlled temperature and humidity (25°C, 70%

respectively). The animals were divided into two groups and put to mate. For mating, each
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female was left for 72 hours with a male. The efficiency of mating was confirmed by the
presence of sperm after vaginal smear or appearance of the vaginal plug. All animal
procedures were approved by the Ethics Committee on Animal of Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM, protocol number 3060040517). Five animals were infected
experimentally with T. cruzi acute strain Y 1x10* trypomastigotes/mL. Trypomastigote
formed intraperitoneal route seven days after the mating of the animals (i.e. seventh day of
gestation). The infection was monitored by counting the number of motile parasites in 5 pL of
fresh blood sample drawn from the lateral tail vein, as recommended by a standard protocol
(43). The number of blood trypomastigotes was recorded every day post-infection, and the

parasite load was expressed as parasites/mL of blood.

2.2. Isolation and culture of Neural Progenitor Cells (NPCs)

NPCs were isolated from the embryonic telencephalons day-13 (ED-13) of embryos
mice according to (44). The animals were sacrificed in a CO, gas chamber and the
telencephalons were dissected under aseptic conditions and incubated with 0.1 % trypsin for 5
min at 37°C. The cells were mechanically dissociated, and then, cells were plated at a density
of 2x10° cells/mL in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium/Ham’s F-12 culture medium
supplement 2% of B-27 (Life Technologies, Carlsbad, CA), 20 ng/mL of epidermal growth
factor (EGF) and fibroblast growth factor (FGF-2) (both reagents from Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), and antibiotics (100 units/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin) and

cultured at 37°C in a water-saturated atmosphere and 5% of CO..

2.3. Resveratrol
Resveratrol (98% purity; Sigma Aldrich) was diluted in DMSO 0.1% and added to

undifferentiated NPC culture at 10pM concentration (33).
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2.4. Analysis of cell proliferation by the cell cycle assay

After a 24-h post-treatment, cells were resuspended in PBS, fixed with 70% ethanol,
labeled with propidium iodide (PI) (0.05 mg/ml), incubated at room temperature in the dark
for 30 min, and filtered through 41-um spectra/mesh nylon filters (Spectrum, Rancho
Dominguez, CA). DNA contents of cells was then determined on a flow cytometer (BD
FACSCalibur; BD biosciences). Results were further analyzed using the FlowJo V10 software

(Ashland, OR) and expressed as % of untreated control.

2.5. Flw Cytometry Analysis

For neural differentiation, neurospheres were plated into adherent poly-L-lysine- and
laminin-precoated cell-culture grade dishes and cultured in the presence of 2% B-27 (Life
Technologies). Samples were prepared for flow cytometry experiments as described
previously (45, 46). Briefly, differentiated neurospheres were centrifuged for 5 min at 200xg
and dissociated to a single cell suspension. Cells were fixed for 20 min in ice-cold 1% PFA in
PBS, washed with PBS supplemented with 2% FBS, and incubated for 30 minutes with
primary antibodies rabbit anti-GFAP (1:500; DAKO Systems, Carpinteria, CA), mouse anti-
B3-tubulin (1:500; Sigma- Aldrich), and rabbit anti-NeuN (1:500; Signaling). Following a
washing step with PBS, cells were incubated with 1:500 Alexa 488- or 555-conjugated
secondary antibodies (Life Technologies) and then analyzed on a flow cytometer (BD
FACSCalibur). Thirty-thousand events were acquired per sample. The data were analyzed

using the FlowJo V10 software.

2.6. Statistical analysis
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All statistical analysis was assessed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey test using Graph Pad Prism (Version 5.0) software. The results are
expressed as mean * standart error of mean (SEM) for the values obtained from at least three

independent experiments. * p <0.05 was considered as statistically significant.

3. Results

In order to confirm T. cruzi infection, the parasitemia was evaluated during 6 days
(Fig. 1). The analysis of smear blood confirmed the presence of parasite 4day post infection.
An increase of parasitemia was observed on day 5 Pl confirming the infection and possible
congenital transmission.

The effects of reseveratol on neurosphere proliferation were studied in the absence and
presence of resveratrol in infected and control NPCs (Fig. 2A). Acute T. cruzi infection
affected NPC growth by decreasing the diameter of NPCs when compared to uninfected
control cells (p<0.05). However, treatment with RSV increase significantly the size of
neurospheres in effects per se, despite not having be able to restore the size of infected
neurospheres, when compared with the uninfected group (Fig. 2B).

Undifferentiated neurospheres derivated from NPCs were subjected to cell cycle analysis
(Fig. 2C). An increase of GO/G1 phase and decrease S and G2 phases in infected cells
(p<0.05) was observed in infected neurospheres, compared to the uninfected group. The
treatment with 10uM RSV did not affect in GO/G1 and S phase distributions (P>0.05), despite
increasing the percentage of cells in G2 (phase preceding mitosis) (Fig. 2D) compared to the

uninfected group.
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3.1. Effects of RSV on diferenciation of infected NPCs

The quantification of migration of infected and uninfected NPC are shown in Figure 3A.
T. cruzi potentiated radial migration in infected NPCs (p<0.05). Notably, 10uM RSV
significantly restored cellular migration of infected NPCs, suggesting increased neural

differentiation (Fig. 3B).

3.2. T. cruzi stimulates neurogenesis and gliogenesis

Induction of NPC differentiation was achieved by growth factor removal. The
progress of gliogenesis and neurogenesis was estimated by quantification of cell populations
positive for glial (GFAP) or neural cell (B3-tubulin and NeuN) marker expression. T. cruzi
infection led to an increase in GFAP" cells (p<0.05), stimulating gliogenesis, under this
condition, 10uM RSV was not able to reduce the rate of glial differentiation (Fig. 4A).

The progress of neuronal differentiation was analyzed by the frequency of immature
(B3-tubulin® cells) and mature (NeuN™ cells) neurons. For both cases, T. cruzi (p<0.05)
improved neurogenesis when compared to uninfected controls. On the other hand, 10uM RSV
decreased the frequency of imature cells (Fig. 4B) and increased the number mature neurons

(Fig. 4C).

4. Discussion

We investigated the neurogenesis in NPCs infected by T. cruzi through congenital
transmission, being a pioneering study for further understanding of Chagas disease. Our first
experimental strategy was to mimic an acute infection of the female aiming at T. cruzi vertical
transmission. Acording to the (24) the trypomastigote forms exceeds the transplacental barrier
causing damage in the development of the placenta and later affects intrauterine circulation.

By this way it may infect almost any cell type of the fetus (25, 26). The parasitemia increased
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until 7 days post infection, which corresponded to the 13 day gestation of females mice. This
phase is characterized by the acute phase with a large number of trypomastigote forms in
blood circulaton. Some studies using Y strain of T. cruzi also showed the peak of parasitemia
after 4 days following infection (27, 28) corroborating our data. Therefore, knowing that the
number of circulating parasites was high, and embryos indirectly and/or directly affected with
subsequent effects on neurogenesis.

The majority of infected mice showed CNS parasitism detectable only by
immunohistochemical staining (29), corroborating previous data suggesting that despite being
an immune specialized site, the CNS is able to control, but not eliminate, tissue parasitism.
Once invaded embryo CNS, T. cruzi infection resulted in reduced neurospheres diameter. A
possible explanation may be parasite-derived neurotrophic factor (PDNF) (30) activating Trk
(tropomyosin-related kinase) with survival and neural multiplication (32, 31).

In an attempt to find a natural compound capable of protecting against damage caused
by the parasite, the resveratrol, a natural compound grape (32), was investigated. Previous
findings have suggested that resveratrol has anti-inflammatory properties (31), related to an
ability to modulate intracellular signaling pathways including those involving cellular stress.
Thus, to elucidate the mechanims of resveratrol on neuropathogenesis of CD in brain, we
investigate cellular mechanisms metiated by resveratrol in infected NPCs. The results showed
that 10uM RSV affects neurosphere proliferation by increasing the diameter in per se effect.
Our results are in accordance with (33), who demonstrated that the dose of 10 UM was more
effective. However, the RSV was not possible to restore the diameter of neurospheres during
T. cruzi infection. In order to confirm that resveratrol can directly inhibit cell cycle
machinery, all cycle phases measurements were analyzed by propidium iodide assay. The data
suggest that T. cruzi infection arrests the GO/G1 phase and decreases S and G2 phase

Howeever, the RSV did not affect cell cycle distribution in CD during brain development.
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These findings show that 10uM RSV does not influence cell division and repair in the
telencephalon, protecting neurogenesis in the infected group.

To gain insight the biological effects of RSV on neurogenesis, we examined its
influence on neuronal migration of infected NPCs. Our data reveal that T. cruzi enhances
neural migration of differentiated NPCs, but on the other hand the RSV decreases neural
migration. This compound reverted Chagas-induced neural network formation. It was
previously reported by (34), that patients with chronic CD are less sensitive to the age-related
nervous degeneration. The studies showed that the T. cruzi can be neutral or also contribute to
neuronal regeneration (35, 36, 37,38, 39).

T. cruzi infection results in the release of PDNF (30) activating Trk receptors and
inducing neurite outgrowth and resistance of neurons and glial cells against apoptosis, and
thus may affect parasympatic system regeneration during T. cruzi infection, perhaps
influencing radial migrations in infected NPCs. The treatment with 10uM RSV also
significantly reduced the percentage of radial migration of infected NPCs.

Neurogenesis is a developmental process and involves the proliferation, migration, and
differentiation of NPCs, which may give rise to neurons, astrocytes and oligodendrocytes
(40). In order to investigate the destination of differentiated NPC, quantitative analysis of
anti-GFAP, B3-tubulin and NeuN marker expression was undertaken by flow cytometry. T.
cruzi markantly increased the number of GFAP'cells stimulating gliogenesis in infected
NPCs. According to (41), CNS parasitism was mainly detected as amastigote forms of the
parasite, 80% of the T. cruzi® area coincided with GFAP” cells spread throughout brain
parenchyma in both, acute and chronic phases. The response glial cells is crucial for immunity
against intracellular pathogens such as the protozoan parasite T. cruzi.

In situation of brain injury and parasite infection, inflammatory stimuli such as

cytocines involved. The increase in cells GFAP™ also relates to the capability of the parasite to
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release PDNF (30), guaranting the immune response of CNS (39, 36). Moreover, RSV
contributed to stimulating gliogenesis in acute T. cruzi infection in brain development. This
effect of RSV enhances gliogenesis in infected NPCs, suggestion possible mechanisms for
repair processes activated in response to neuronal injury, such as as CD infection, in order
to eliminate the parasite. As reported by (42), RSV directly activates the Sirtl gene,
suppressing proliferation of NPCs and directing their differentiation towards the astroglial
lineage at the expense of the neuronal lineage.

In addition, we also carried out anti-B3-tubulin and anti-NeuN immunostaining
evaluated in neurospheres and analyzed the cultures by flow cytometry. T. cruzi infection
increased neurogenesis in SVZ of embryos throught of high B3-tubulin®cells (immature
neurons) and NeuN*cells (mature neurons) in current study. These results reveal that imature
and mature neurons are over express by T. cruzi probably due to the interaction of PDNF with
Trk receptors (35) As expected, 10uM RSV improved neurogenesis of infected NPCs
stimulating both imature and mature neurons. The capacity of RSV to neuroprotection is
related to the activation of also SIRT1 and SIRT3 genes, responsable for survival, growth and
differentiation of neurons in different places of the brain (23).

In summary, T. cruzi infection induces changes in the neurosphere size and cellular
differentiation. T. cruzi induce neurogliogenesis in NPCs from infected embryos during T.
cruzi congenital transmission. In addition, our study defines mechanism of RSV on brain
development and propused neurogenic properties of RSV on infected NPC, possibly

providing novel therapeutic approaches.
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Figure 1. Curse of T. cruzi infection. Course of T. cruzi infection in pregnant mice (n = 5).
The infection of the animals occurred approximately on the sixth day of gestation and the
animals were followed up until the 13th day of pregnancy. The T. cruzi infection period was
six days in this experiment, and the parasitemia results were presented daily post-infection.
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phases in cell populations treated or untreated (control) with RSV (10uM) along the whole
course of proliferation. D: Flow cytometry analysis of cells in G1Go, S and G, phases of cell
cycle. The data representes mean=SEM of three independent experiments using One-Way
ANOVA with post-hoc Tukey test. *p<0.05 (*Control vs infected groups) (#Infected vs
experimental group).
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Figure 3. RSV restores the diffeentation of NPCs induced by T. cruzi during radial
migration. A: Neurospheres on day 7 of differentiation in uninfected and infected cells. B:
Radial cell migration pattern in presence or absence of RSV 10 puM. The data representes
mean £SEM of three independent experiments using One-Way ANOVA with post-hoc Tukey
test. *p<0.05 (*Control vs infected groups) (#Infected vs experimental group).
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Figure 4. The RSV stimulates neurogenesis and gliogenesis during T. cruzi infection.
Flow citometry data comparing the percentage of cells expressin glial and neuron specific
proteins in T. cruzi and control neuroespheres in presence or absence RSV 10uM. A: Anti-
GFAP. B: Anti-B3-tubulin. C: Anti-NeuN antibodies were conjugated with AlexaFluor (AF)
488 or AF 555 fluorophores. The data representes mean SEM of three independent
experiments using One-Way ANOVA with post-hoc Tukey test. *p<0.05 (*Control vs
infected groups) (#Infected vs experimental group).
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Conclusao

O estudo realizado foi capaz de demonstrar a influéncia do T. cruzi nos
eventos relacionados a neurogénese e gliogénese. Através dos experimentos por
citometria de fluxo foi possivel comprovar a influéncia do parasito no que se diz
respeito a estimulacdo da neurogénese (neurbnios imaturos e maduros) em CPNs
infectadas. Com relacdo ao ciclo celular tanto as células infectadas quanto as
células que receberam tratamento com resveratrol ndo apresentaram resultados
significativos nas fases do ciclo estudadas. Percebe-se que as células infectadas
com o T. cruzi apresentaram um tamanho menor das neuroesferas. Portanto, com os
resultados obtidos é possivel concluir que o parasito embora tenha diminuido o
tamanho das neuroesferas atua aumentando a neurogénese, neste sentindo sugere-
se novos estudos para que se evidenciem outros mecanismos possiveis que 0
parasito é capaz de atuar. O Resveratrol minimizou efeitos da doenca sobre a
neurogénese e gliogénse, poréem nédo foi capaz de reverter os efeitos provocados

pelo parasito nos processos neurogénicos nas células percursoras neurais.
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