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RESUMO

As parasitoses, consideradas endémicas em paises em desenvolvimento, sdo um
problema relevante de salde publica. Cerca de 50 milhdes de individuos no mundo
estdo infectados pelo complexo teniase-cisticercose. Portanto, fatores biologicos
envolvidos na suscetibilidade do hospedeiro frente as parasitoses devem ser
investigados, dada a relevancia dessas infec¢fes para a saude publica no Brasil e no
mundo. Como demonstrado na literatura, a Interleucina-4, principal citocina da resposta
Th2, tem um importante papel na resposta imune contra parasitos. O objetivo deste
estudo foi avaliar a participacdo desta citocina na patogénese da cisticercose subcutanea
comparando-se a resposta inflamatoria resultante da infeccdo em camundongos BALB/c
convencionais e BALB/c deficientes para o gene da Interleucina-4 (I1L-4-KO).
Utilizando um modelo experimental de infeccdo no subcutdneo com cisticercos de
Taenia crassiceps, foram avaliados parametros macroscopicos e microscopicos da lesdo
e perfil de citocinas em cultura de esplendcitos dos animais, visando caracterizar e
comparar a resposta inflamatoria local e sistémica na infeccdo. Observou-se durante os
dias experimentais o desenvolvimento de resposta inflamatoria crénica granulomatosa
nos animais convencionais com presenca de infiltrado inflamatério macroféagico e
linfoplasmocitario, e nos IL-4-KO, macrofagico e polimorfonuclear. Animais
convencionais apresentaram um padrdo de resposta misto, com producdo inicial
aumentada de Interferon gama (IFNy) - resposta Th1l, que evoluiu para a cronicidade
com uma resposta Th2 predominante e presenca de IL-10, modulando a resposta
inflamatoria e favorecendo a instalacdo do parasito. Nos animais IL-4-KO observou-se
destruicdo parcial dos parasitos ja nos primeiros dias de infeccdo, com aumento da
producdo de IFNy, resposta Thl mais acentuada; a co-expressdo de IL-10 nesses
animais inibiu a resposta Thl acentuada e contribuiu para persisténcia da infeccao.
Fibrose e reparacdo tecidual ndo estiveram comprometidas durante os dias
experimentais. Além disso, animais IL-4-KO infectados apresentaram producédo
espontanea de 1L-13 maior que os convencionais aos 30 dias de infec¢do, contribuindo
para participacdo da resposta Th2 na infeccdo. A deficiéncia de IL-4 direcionou a
inflamacéo para um maior potencial microbicida, destrui¢do parcial dos parasitos ja nos

primeiros dias de infeccéo, e reducao significativa de eosinofilos.

Palavras chaves: teniase-cisticercose, cisticercose  subcutdnea, granuloma,
imunopatologia, Interleucina-4, Taenia crassiceps.
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ABSTRACT

The parasitary diseases which are considered endemic in developing countries are a
relevant public health problem. Around 50 million people in the world are infected by
the teniasis-cysticercosis complex. Therefore, biological factors involved in the host
susceptibility to parasitary diseases should be investigated due to the relevance of these
infections in public health both in Brazil and in the world. As demonstrated by the
literature, Interleukin-4, the main Th2 cytokine, has an important role in the immune
response against parasites. The aim of this study was to evaluate the role of this
cytokine in the subcutaneous cysticercosis pathogenesis through the comparison of the
inflammatory responses in conventional BALB/C mice infection and in Interleukin-4
deficient BALB/C mice (IL-4 KO). An experimental model of subcutaneous infection
with Taenia crassiceps cysticerci was used and macroscopic and microscopic
parameters of the injury, cytokines profiles in splenocytes cultures from the infected
animals from both types of BALB/c mice were evaluated to compare the local and
systemic inflammatory response to the infection. During the experimental days the
development of the chronic granulomatous inflammatory response was observed in the
conventional animals with presence of macrophagic and lymphoplasmocytic
inflammatory infiltrate and in the IL-4-KO animals with macrophages and
polymorphonuclear cells in the inflammatory infiltrate. Conventional animals presented
a mixed immune response pattern with an initial increase of IFNy, which a Thl
cytokine, and evolved to chronicity with predominance of Th2 response and presence of
IL-10 which modulates the immune response and favors the parasite infection. In the
IL-4-KO animals it was possible to observe a partial destruction of the parasites in the
first days of infection with increase in the Interferon gamma (IFNy) production which is
part of a Thl accentuated response also the co-expression of IL-10 in these animals
inhibited the accentuated Thl response and contributed to the persistence of the
infection. Fibrosis and tissue repair were not compromised in these animals.
Furthermore, infected IL-4-KO animals presented a spontaneous production of IL-13 in
higher concentrations than the conventional animals at 30 days of infection which
contributed to the role of the Th2 immune response against the infection. The IL-4
deficiency directed the inflammation towards a greater microbicidal potential, partial
destruction of the parasites in the first days of infection and significant reduction of

eosinophils.
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1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1. Complexo teniase-cisticercose
1.1.1. Biologia do parasito

O complexo teniase-cisticercose € uma zoonose classica, reconhecida desde a
antiguidade. Os egipcios e gregos ja identificavam como vermes intestinais e a tratavam
com sementes de abdboras. Em 1558, Rumler foi o primeiro a comunicar um caso de
cisticercose humana descrevendo-a como um “tumor” da dura-mater de um individuo
epiléptico. Malpighi, em 1698, descreveu em animais a natureza dos cistos e o escolex.
Goeze em 1789 estudou os cisticercos de porco e identificou sua natureza helmintica.
Depois disso muitos avancos foram alcangados com o estudo conjunto da parasitologia
e da veterinaria (FLISSER; MADRAZO; DELGADO, 1997).

Entre os parasitos intestinais, os cestddeos estdo envolvidos em algumas
doencas negligenciadas que podem ser fatais e de dificil tratamento (TSAI et al. 2013).
Podemos destacar algumas espécies de cestddeos que afetam o homem: Taenia solium
(T. solium), T. saginata, T. asiatica e T. crassiceps do género Taenia, familia Taenidae,
classe Cestoidea e ordem Cyclophyllidea. O parasito de algumas destas espécies é
responsavel pela teniase humana. Suas respectivas formas larvais causam a cisticercose
em suinos, bovinos e roedores, fase necesséaria para a continuidade do ciclo de vida do
parasito. De forma acidental, o homem pode se infectar com ovos viaveis de Taenia e
desenvolver a cisticercose assim como o hospedeiro intermediario (FLISSER, 1991;
CAMPBELL et al. 2006; JEON, EOM, 2006; ALE et al. 2014).

A T. solium, espécie mais frequentemente diagnosticada em humanos, causa
duas formas diferentes de infeccdo: a teniase, que € resultante da presenca do parasito
no intestino delgado, e a cisticercose, marcada pela presenca do estagio larval
(cisticerco) nos tecidos do individuo. Na teniase 0 homem é o hospedeiro definitivo,
adquirindo a infeccdo a partir da ingestdo de carne mal cozida que contenha larvas
viaveis de T. solium. Desenvolvendo o parasito no intestino delgado, o individuo pode
apresentar dores abdominais, perda de peso, nauseas, debilidade, constipacéo, diarreia e
flatuléncia (FLISSER, 1991; GARCIA et al. 2003).

O parasito se desenvolve no intestino e libera proglotides repletas de ovos
nas fezes, que contaminam &agua ou alimentos e podem atingir o hospedeiro
intermediario suino, dando continuidade ao ciclo pela forma larval, e/ou contaminando
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outros individuos de forma esporadica (FLISSER, 1991; PITELLA, 1997;
TAKAYANAGUI & LEITE, 2001; GARCIA et al. 2003).

A cisticercose humana por T. solium ocorre de forma acidental por via fecal-
oral, pela ingestdo de 4gua e/ou alimentos contaminados com ovos viaveis de T. solium
eliminados nas fezes de portadores de teniase, e disseminados no ambiente, por
exemplo em &gua para irrigagdo contaminada com agua de esgoto, na utilizagdo de fezes
contaminadas como adubo, entre outros. Outras fontes de infeccéo relacionadas a maus
habitos higiénicos sdo manipuladores de alimento, e o proprio portador de teniase que
também pode se auto-infectar (ACHA & SZIFRES, 1986; FLISSER, 1991; PITELLA,
1997).

A forma larval dos parasitos pode persistir de forma assintomatica em um
hospedeiro humano por décadas; e quando é diagnosticada, a doenca muitas vezes esta
em um estagio avancado em que a cirurgia ndo é mais uma opcao (FLISSER, 1991;
TSAl etal. 2013).

O complexo teniase-cisticercose tem grande importancia tanto para a saude
humana quanto animal. A neurocisticercose (NCC), uma das formas mais graves no
homem, é uma doenca debilitante crbnica; j& em animais de producdo, a carne
imprépria para 0 consumo torna a doenga um prejuizo a economia que envolve a sua
comercializacdo (WHO, 2011).

1.1.2 Epidemiologia e manifestacdes clinicas

As helmintoses estdo entre as parasitoses que ainda afetam
populacdes humanas em diversas regides do mundo, particularmente as marginalizadas,
de baixa renda e com recursos limitados. Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas
nos paises em desenvolvimento nas regies da Africa Subsaariana, Asia e América
Latina, estdo infectadas com uma ou mais espécies de helmintos. Fatores como a regido,
as condicdes de saneamento basico, o nivel socioecondémico, o grau de escolaridade, a
idade e os habitos de higiene da populacdo influenciam a frequéncia de parasitoses
intestinais (MACHADO et al. 1999; ANDRADE et al. 2010; LUSTIGMAN et al. 2012;
WHO, 2013).

A morbidade causada pelas parasitoses, somada a pobreza, a diminuicédo da
produtividade e ao desenvolvimento socioecondmico inadequado, contribui para manter

um ciclo vicioso associado a doenga. Essas infec¢Ges podem comprometer ainda mais a



salde dos individuos quando associadas a outras condi¢des, tais como malaria e
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV/SIDA) (WHO, 2013).

A cisticercose constitui um grave problema de saude publica e funciona
como marcador socioeconémico juntamente com outras doengas parasitarias, aliado as
condicBes sanitarias e culturais. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o
complexo teniase-cisticercose estd entre as 17 doengas tropicais consideradas
negligenciadas, e a cisticercose por T. solium pertence ao subgrupo das oito zoonoses
endémicas negligenciadas; cerca de 50 milhdes de pessoas estdo infectadas no mundo
pelo complexo teniase-cisticercose, sendo que destas, cerca de 80% vivem em paises em
desenvolvimento. A cisticercose é uma doenca erradicada em muitas regiées, poréem
ainda frequente nas Américas Central e do Sul, China e india. A provavel explicacio ¢ a
falta de sistematizacdo de investimentos de atencdo bésica a populacdo (AGRAWAL,
2012; TSAl et al. 2013; WHO, 2013; MABLESON et al. 2014).

No Brasil, a NCC possui elevada frequéncia nos estados de S&o Paulo,
Minas Gerais, Parana e Goias. A prevaléncia populacional, contudo, ndo é conhecida
pela auséncia de notificacdo da doenca Embora a Portaria 1100 do Ministério da Saude,
de 24/05/1996, estabeleca a implantacdo da notificacdo compulséria do complexo
teniase/cisticercose, apenas os Estados de Santa Catarina, Parand, Minas Gerais e Mato
Grosso do Sul, e a localidade de Ribeirdo Preto (SP) implantaram programas de
combate e controle da teniase/cisticercose (TAKAYANAGUI et al. 1996;
PFUETZENREITER & AVILA-PIRES, 2000; AGAPEJEV, 2003; IASBIK et al. 2010).

As manifestacdes clinicas da cisticercose dependem da localizacdo, do tipo
morfoldgico, do numero de larvas que se desenvolvem no individuo, do estagio de
desenvolvimento dos cisticercos e da resposta imunoldgica do hospedeiro (PITELLA,
1997; CHIMELLI, LOVALHO, TAKAYANAGUI, 1998; AGRAWAL, 2012).

O cisticerco de T. solium possui um tropismo de causa desconhecida pelo
Sistema Nervoso Central (SNC), olhos, musculo-esquelético e tecido subcutaneo. O
SNC ¢ o local de pior prognostico e evolugdo da doenca, e a infeccdo subcutanea é
muitas vezes negligenciada por ndo causar sinais e sintomas graves (CAIXETA, L.;
CAIXETA, M.; ALMEIDA-NETO, 2004; UTHIDA-TANAKA et al. 2004; KRAFT,
2007; AGRAWAL, 2012).

Cisticercos viaveis causam pouca ou nenhuma inflamacéo, diferentemente
de cisticercos em degeneracdo que provocam no hospedeiro uma resposta inflamatdria

intensa, resultando em formacdo e consolidagdo de granuloma, com frequente
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calcificagdo. Seres humanos e suinos desenvolvem alteragdo histopatoldgica semelhante
na infeccédo por T. solium (MARZAL et al. 2014).

Os casos de cisticercose subcutanea apresentam-se frequentemente com
inchaco nodular superficial. Ap6s avaliacéo clinica, séo triados por exames de imagem e
rastreamento familiar com exames parasitoldgicos, citolégicos e/ou soroldgicos, e em
sua maioria, sdo confirmados por bidpsia, uma vez que a remogdo cirirgica, apesar de
controversa, € o tratamento mais utilizado nesses casos, acompanhada de terapia anti-
helmintica (FLISSER, PEREZ-MONTFORT, LARRALDE, 1979; UTHIDA-TANAKA
et al. 2004; AGRAWAL, 2012; NIGAM & SHARMA, 2013; VIDAL, 2013; GUPTA,
PANCHONIA, JAIN, 2014).

Vidal (2013) relatou um caso de cisticercose subcutanea por T. solium na
face (nariz e regido adjacente) de uma jovem de 19 anos. Gupta, Panchonia, Jain (2014)
descrevem um caso de cisticercose em mama de uma mulher de 38 anos. Agrawal
(2012) descreveu 21 casos confirmados de cisticercose em tecidos moles, distribuidos
em masculos estriados em 11 casos (52,4%), seguido de olho em seis casos (28,6%),
tecidos subcutadneos em dois casos (9,5%), lingua e mama com um caso cada (4,7%
cada). Calcificacbes de cisticerco em ovario e na pleura visceral também foram
descritos (VIANNA; MACEDO; COSTA, 1991).

Existem ainda casos raros de cisticercose disseminada como o descrito por
Verma, Sharma, Khurana (2011), de um individuo com 30 anos com lesBes no cérebro,
musculo esquelético e lingua. Vaidya et. al (2013) relatram o caso de um homem de 27
anos envolvendo cérebro, pulmdes, coracdo, érbita ocular, rosto, pancreas, rim e bago.

Apesar de T. solium ser a principal espécie que acomete seres humanos, 0
uso de antigeno de cisticerco de T. solium para a pesquisa e estudo da cisticercose €
complicado, principalmente pela dificuldade de extracdo dos cisticercos. Isso estimulou
a procura por outras fontes, como o cisticerco de T. crassiceps. Estudos comprovam que
parasitos deste género partilham epitopos importantes, o que atestaria a semelhanca
antigénica das espécies citadas e contribuiria para sua utilizacdo em pesquisas
(TOGORO, SOUZA, SATO, 2012).

1.2 Taenia crassiceps: biologia e aplicabilidade experimental
T. crassiceps € um helminto da familia Taenidae, ordem Cyclophyllidea e
classe Cestoda. Sua forma larval ou cisticerco possui diametro que varia de 4-5 mm, e é

capaz de produzir inumeros brotamentos na superficie de sua membrana. As formas
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adultas de T. crassiceps parasitam o intestino delgado de canideos, principalmente
raposas (MAILLARD et al. 1998; WILLMS & ZURABIAN, 2010; FRANSSEN et al.
2014). A figura 1 resume o ciclo biolégico desta espécie, com seus respectivos

hospedeiros.

Roedores Felinos

Figura 1 Ciclo Bioldgico de Taenia crassiceps - com hospedeiros definitivos (canideos) e hospedeiros
intermediarios (roedores) e acidentais (cdes, gatos e humanos). Adaptado de FREEMAN et al. 1962.

Além de animais selvagens, existem evidéncias de que o homem também
pode ser hospedeiro deste parasito de forma acidental. Em hospedeiros intermediarios e
acidentais, estes ultimos também chamados paraténicos, ndo foi relatada a cura
espontanea. A cisticercose humana por T. crassiceps ocorre por meio da ingestdo de
ovos deste cestdide presente em &gua ou alimentos contaminados. Existem casos
descritos na literatura de cisticercose no SNC e no subcutdneo em animais domésticos
como cdes e gatos ressaltando a importancia destes na transmissdo e incidéncia da
cisticercose humana por T. crassiceps (DYER & GREEVE, 1998; MAILLARD et al.
1998; WUNSCHMANN et al. 2003).

Freeman e colaboradores (1973) relataram um caso de uma mulher que
ingeriu ovos de T. crassiceps proveniente das fezes de seu cdo domeéstico, e
desenvolveu cisticercose intraocular. Duong et al. (2006) relataram um caso de
cisticercose na parede abdominal, sugestivos de T. crassiceps, em paciente

imunocompetente. Porém, existe maior frequéncia de casos relatados de cisticercose



humana por T. crassiceps em individuos imunodeprimidos, como portadores de
HIV/SIDA (CHERMETTE et al. 1995; FRANCOIS et al. 1998; MAILLARD et al.
1998) ou acometidos por neoplasias como o linfoma (HELDWEIN et al. 2006).

Uma interessante caracteristica de T. crassiceps € a sua capacidade, ou
vantagem evolutiva, de reproduzir-se assexuadamente por meio de brotamento na fase
larval. Essa caracteristica permite que a fase larval se mantenha e colonize seus
hospedeiros por longos periodos de tempo (WILLMS & ZURABIAN, 2010; PEON;
ESPINOZA-JIMENEZ; TERRAZAS, 2013). A figura 2 mostra em detalhe os diferentes
estagios do cisticerco de T. crassiceps.

@1em

Figura 2 Macroscopia do cisticerco de T. crassiceps. A. Cisticerco em estagio inicial; B. Cisticerco em
estagio larval. C. Cisticerco em estagio final. Adaptado de VINAUD, LINO, BEZERRA, 2007.

A semelhanca antigénica das espécies tem sido demonstrada por diversos
estudos. Entre eles destaca-se o do antigeno alternativo para T. solium a partir de T.
crassiceps, realizado na Alemanha e publicado em 1989. Os autores purificaram o
fluido vesicular de T. crassiceps por cromatografia de afinidade, utilizando soro de
coelho imunizado com T. solium. A fracdo purificada apresentou nove antigenos de
reatividade cruzada com T. solium. Nas técnicas, como ensaio imunoenzimatico
(ELISA, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), para deteccdo de anticorpos
em amostras séricas de pacientes com diagnostico confirmado de NCC, a sensibilidade
foi comparavel com o antigeno homologo (fluido vesicular de T. solium), indicando o
potencial de aplica¢do do antigeno heterélogo purificado para fins diagnosticos (KUNZ
et al. 1989).

Vaérias sdo as vantagens, alem da semelhanca antigénica, para a utilizacao de
T. crassiceps em estudos: a producdo é de baixo custo, boa reprodutibilidade e ocupa

pouco espaco nos laboratorios. Ao contrario, infecgdes experimentais em suinos com
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ovos de T. solium poderiam trazer graves consequéncias ambientais ao disseminar ovos
com alto potencial infectante. Assim, a multiplicacdo em laboratério e em condi¢des
padronizadas de cisticercos de T. crassiceps em camundongos abre boas perspectivas
para a producdo de antigeno heterdlogo em larga escala; além disso modelos
experimentais sdo viabilizados e facilitam o estudo e a compreenséo da imunopatologia
da infeccdo, a fim de se avaliar a resposta inflamatdria local e sistémica do hospedeiro
frente a este patogeno (VAZ et al. 1997; GUSSO, 2000).

Como modelo experimental para estudo da cisticercose humana, a fase
larvéria de T. crassiceps pertencente a cepa Original de Raposas (ORF - do inglés,
Original Fox) é utilizada atualmente, por meio da inoculagdo dos cisticercos na
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c isogénicos sendo mantidos
indefinidamente por inoculagdes subsequentes a cada 90 dias de infeccdo. Cisticercos de
T. crassiceps cepa ORF ndo possuem escoOlex, ndo tendo, portanto, capacidade de
desenvolver o helminto adulto (VAZ et al. 1997; WILLMS & ZURABIAN, 2010;
FREITAS et. al 2012; MATOS-SILVA et al. 2012; MOURA et al. 2013).

1.3 Resposta inflamatoéria e inflamacao cronica granulomatosa contra helmintos

O processo inflamatério é formado por eventos que ocorrem de forma
sequencial e/ou simultanea; é uma reacdo dos tecidos a um agente agressor. Um agente
inflamatdrio, atraveés de moléculas sinalizadoras de agressao do tipo moléculas-padrao
associadas a patdégenos (PAMP - do inglés, Pathogen-Associated Molecular Patterns)
ou moléculas-padrdo associadas a dano tecidual (DAMP - do inglés, Damage-
Associated Molecular Pattern Molecules), induz a liberacdo de mediadores
inflamatdrios, que alteram a microcirculacdo facilitando a saida de liquidos e células do
sangue para o intersticio, e a esse processo denomina-se inflamagdo (KONO & ROCK,
2008).

ApO6s o0 contato com 0 agente agressor, inicialmente ocorrem fendémenos
irritativos e modificacdes vasculares locais, seguidos de exsudacao plasmatica e celular,
que culminam com altera¢des teciduais, lesdes degenerativas e necroticas. Mecanismos
anti-inflamatorios naturais atuam desde a fase inicial do processo inflamatorio e eles séo
essenciais na progressdo para cura ou cronificagdo do processo (BOGLIOLO, 2011).

A exsudacdo plasmética promove a saida de diversas moléculas como
peptideos antimicrobianos, eicosanoides, espécies reativas de oxigénio e outras

substancias que atuam na morte de patdgenos. O sistema complemento também
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participa, e responde via classica ou alternativa, de forma imediata a particulas
microbianas, com efeitos como opsonizagdo e quimiotaxia, entre outros (BANGERT,
BRUNNER, STINGL, 2011).

Dependendo da natureza do agente agressor, o sistema imune pode produzir
uma variedade de citocinas pré-inflamatorias, anti-inflamatérias e quimiocinas que
atraem subpopulacdes de ceélulas imunes da circulagéo para o local de lesdo ou invasdo
do patogeno (TAY et al. 2014).

Vaérias células inflamatdrias s@o atraidas para o local da inflamacéo; entre
estas células estdo os fagocitos mononucleares. Estudos demostram que em tecidos que
tem contato com o meio externo, como a derme, os fagocitos constituem mais de 60%
da populacdo de ceélulas residentes (DUPASQUIER et al. 2004). Os macrofagos
produzem grandes quantidades de citocinas em resposta a microorganismos, incluindo
Interleucina-1(IL), IL-6, Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-8, IL-12, IL-10 e
Fator de transformacdo do crescimento beta (TGFB) (BANGERT, BRUNNER,
STINGL, 2011). Algumas destas citocinas sdo responsaveis por muitos dos sinais
clinicos de doencas infecciosas e inflamatorias, e contribuem para a quimiotaxia de
outras células para o local da agressdo (BOGLIOLO, 2011).

Por apresentarem varios receptores quimiotaticos, os polimorfonucleares
neutrofilos (PMNSs) sdo atraidos por citocinas de macrofagos e células dendriticas (DCs)
residentes, e ap6s ativacdo passam a produzir quimiocinas que atraem outras células
para o local da inflamacdo. Os PMNs possuem atividade microbicida (SERHAN et al.
2007; BANGERT, BRUNNER, STINGL, 2011).

Por acdo direta ou indireta do agente inflamatorio, ocorrem alteracGes no
local inflamado, como degeneracdo e necrose. PopulacGes de PMNs e macréfagos sao
recrutadas através de mediadores pré-formados e metabdlitos reativos como
quimiocinas, citocinas e anticorpos, e atuam no reparo tecidual (TAYLOR, WERF,
MAIZELS, 2012).

Entre os fatores que interferem na instalacdo e progressdo da resposta
inflamatdria estdo a qualidade e a quantidade do agente inflamatério, o estado do
sistema imune e o estado funcional do organismo agredido. O processo inflamatorio
encaminha-se para cronificacdo quando os eventos resolutivos ndo séo eficientes, ocorre
um desequilibrio entre mecanismos pré e anti-inflamatérios, falha na eliminagdo ou
persisténcia do fator causal e/ou surgem fendmenos de autoagressdo imune
(BOGLIOLO, 2011).



A inflamagdo cronica é caracterizada por regido de intensa atividade
inflamatoria, presenca de exsudato celular mononuclear e fenémenos alterativos com
areas de resolucdo e reparacdo tecidual, como angiogénese e fibrose. Em algumas
inflamacGes, o exsudato se organiza em forma circunscrita, denominada granuloma
(KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005; BOGLIOLO, 2011).

Granulomas provocados por agentes inflamatorios imunogénicos, como ovo
de Schistosoma mansoni (S. mansoni) por exemplo, caracterizam-se por camadas
concéntricas de células inflamatorias, principalmente macrofagos, formando coroas
periféricas em torno do agente inflamatério (BOGLIOLO, 2011). Com o passar do
tempo, os granulomas apresentam fibroblastos e uma cépsula de tecido conjuntivo
(KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005).

A imunidade celular com diferenciacdo de linfécito T auxiliar (Th — do
inglés T helper), principalmente Thl ou Th2 est4 envolvida na génese dos granulomas,
com influéncia de citocinas e quimiocinas e de mecanismos efetores da resposta imune
(BOGLIOLO, 2011).

Para destruir e eliminar helmintos, o sistema imune possui um conjunto de
mecanismos efetores especializados em torno da via Th2. A sinalizagéo por IL-4 para a
ativacdo do fator de transcricdo STAT6 (Via de sinalizagdo STAT - do inglés, Signal
Transducers and Activator of Transcription) é o principal mecanismo de diferenciacdo
de células Th naive em células Th2 (DENT et al. 1998; MARTINEZ, HELMING,
GORDON, 2009; LUZINA et al. 2012).

Esse fendtipo Th2 esta associado a producdo de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-
13, secrecdo de Imunoglobulina (Ig) E e IgG4 e ativacdo de células efetoras, como
eosindfilos (LOPEZ-MORENO, 2002; WANG, CAO, SHI, 2008; BOURKE,
MAIZELS, MUTAPI, 2011). As IL-4 e IL-13 medeiam a resposta imune caracterizada
por eosinofilia, basofilia, mastocitose, ativacdo de mudanca de classe de células B, e
producdo de anticorpo (MARTINEZ, HELMING, GORDON, 2009). Os anticorpos IgE
se ligam a superficie dos helmintos, e os eosinéfilos entdo aderem por meio de
receptores Fc (receptores que se ligam a regido constante da IgE), sendo ativados para
secretar granulos com enzimas que destroem os parasitos (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2011).

Estudos em humanos e modelos experimentais tém demonstrado que 0s
eosindfilos possuem fungBes que contribuem na indugdo da resposta Th2, diferenciacéo

e recrutamento de células efetoras Th2 para os sitios de infeccdo: os eosindfilos séo
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fontes de citocinas indutoras de Th2 (IL-4 e IL-13), precocemente na resposta
inflamatoria dentro dos tecidos e linfonodos; secretam quimioatrativos especificos que
recrutam células efetoras Th2 para tecidos inflamados; entre outras funcdes (SPENCER
& WELLER, 2010).

As células Th2 produzem citocinas como IFN-y, IL-4 e IL-21 que regulam
sua propria subpopulacdo e ainda outras subpopulagcfes, que contribuem com niveis
significativos destas mesmas citocinas, causando uma amplificacdo no sinal de resposta.
Por outro lado, também na resposta a helmintos, observa-se imunossupressdo da reposta
imune, incluindo a secrec¢do de citocinas supressoras, como IL-10 e TGF-B e expansdo
de populacdes de células reguladoras, particularmente células T reguladoras (Tregs)
(BOURKE, MAIZELS, MUTAPI, 2011).

Respostas imunes a infec¢bes por helmintos via Th2 também pode causar
efeitos prejudiciais ou danos ao hospedeiro, por exemplo, mediando respostas fibréticas
patoldgicas em infeccBes parasitarias crénicas. A supressdo da resposta Thl por uma
exacerbada resposta Th2 € considerada relevante por atenuar danos causados pela
resposta Thl no hospedeiro, mas também pode levar a diminuicdo da imunidade Thl
protetora contra infeccGes simultdneas causadas por patdgenos bacterianos, virais e
parasitarios (WANG, CAO, SHI, 2008).

A imunorregulacdo desempenha um papel fundamental na sua estratégia de
sobrevivéncia dos helmintos (TAYLOR, WERF, MAIZELS, 2012). Os helmintos séo
considerados imunorreguladores, pois induzem respostas Th2 e estimulam outras
células da imunidade inata, que por sua vez, irdo manter a populacdo de células Th2
(ANTHONY et al. 2007; JACKSON et al. 2008).

Dois principais mecanismos de imunomodulacdo da resposta por helmintos
sdo: a inducdo de perfil de resposta do tipo Th2, incluindo producdo de citocinas como
IL-4, IL-5 e IL-13, além de producdo de IgE e recrutamento de eosinofilos e mastocitos;
e a geracdo de uma resposta reguladora com producdo de agentes anti-inflamatorios
como IL-10 e TGFp, e recrutamento de células Tregs e macrofagos alternativamente
ativados (M2), que podem atuar suprimindo a resposta imune, prevenindo o dano
tecidual (HARNETT, 2014).

O desenvolvimento e a sobrevivéncia do cisticerco dentro do hospedeiro
também envolve mecanismos de evasdo da resposta imune pelo parasito (SCIUTTO et
al. 1995; SPOLSKI et al. 2002). Yan et al. (2014) identificaram no genoma de T. solium

cerca de 200 sequéncias de proteases presentes relacionadas a fatores de viruléncia -
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como potencial de invasdo/entrada, migracdo no tecido e supressdo de resposta imune
do hospedeiro - e ao desenvolvimento do ciclo de vida do parasito. Muitos produtos
secretados pelo parasito podem interferir na resposta imune, resultando um perfil
anérgico ou tolerogénico, ou na tentativa de prevenir o surgimento de um perfil
inflamatério Th1/Th17 (MCSORLEY, HEWITSON, MAIZELS, 2013).

IFNy e IL-12 estdo envolvidos na formagéo do granuloma tipo Thil, e IL-4,
IL-10 e IL-13, no granuloma tipo Th2. Ambos os granulomas apresentam diferentes
caracteristicas morfoldgicas, uma vez que mediadores quimicos e populacdes celulares
diferentes participam em cada tipo de resposta. Quando a producdo de IFNy e IL-12 é
menor, 0s granulomas sdo mais desorganizados, com menos fibrose e maior tendéncia a
caseificacdo, do que aqueles em que ha resposta Thl mais intensa (BOGLIOLO, 2011).

De acordo com estudos anteriores as citocinas do tipo Thl estdo mais
expressas no inicio da formacdo do granuloma (primeiro e segundo estagio). A partir do
terceiro estagio tem-se a expressao de citocinas Th2 (IL4 e IL-10) em maior quantidade.
Esses dados sugerem que primeiramente as citocinas Thl destroem o parasito. Apds a
destruicdo do parasito, a IL-4 é expressa. Desta forma, a IL-4 pode desempenhar um
papel de imunomodulacdo negativa da resposta inflamatoria, evitando uma resposta
exacerbada e diminuindo o dano tecidual (ROBINSON et al. 1997; MIN et al. 2004).

As citocinas produzidas em resposta a agressdo, portanto, tem importante
influéncia sobre o direcionamento da resposta imune, particularmente sobre o perfil de
diferenciacdo de macrofagos. (BANGERT, BRUNNER, STINGL, 2011). A ativagdo de
macrdfagos é influenciada pelas citocinas do microambiente. Nas fases iniciais da
inflamacdo e em inflamacg6es cronicas, os macréfagos sdo estimulados por citocinas
pro-inflamatorias, especialmente IFNy — principal produto de células Thl, a aumentar
sua capacidade fagocitica e de apresentacdo de antigeno, além de producdo de
mediadores pré-inflamatorios e toxicos, populacdo denominada macréfagos
classicamente ativados (M1). No processo resolutivo da inflamagéo, citocinas como IL-
10, 13 e 21, além de corticosterdides, resolvinas e outros mediadores induzem a sintese
de fatores de resolucdo, remocéo e reparo do dano tecidual, e ativam macrofagos a
producéo de fatores anti-inflamatdrios envolvidos no reparo, do tipo M2 (GORDON,
2003; MOSSER & EDWARDS, 2008; MARTINEZ, HELMING, GORDON, 2009;
LUZINA et al. 2012; MARTINEZ & GORDON, 2014).

Macréfagos M2 séo células especializadas cujas fungdes incluem reparagao

de tecidos, eliminacéo de parasitos e regulacdo da inflamacéo. Na esquistossomose, eles
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podem impedir o desenvolvimento de infeccdo grave na fase aguda, e por outro lado
contribuem para fibrose hepética na fase crénica. M2 distingue-se de M1 pela presenca
de marcadores de superficie, como por exemplo o receptor de manose (CD206) e a
expressao de substadncias como arginase-1, através de um mecanismo STAT6
dependente; acredita-se que essa enzima auxilia na reparacdo tecidual, pela sua atuagéo
na sintese de prolina e poliaminas (LUZINA et al. 2012).

1.4 Resposta inflamatdria contra helmintos em estudos experimentais

Terrazas et al. (1998) relatou que nas fases iniciais de cisticercose
experimental por T. crassiceps ocorre uma resposta imune Thl transitéria, com niveis
elevados de IL-2 e IFNy, que esta associada com uma baixa taxa de reproducdo do
parasito. A medida que a infeccdo progride, h4 uma resposta Th2 mais permanente,
niveis elevados de IL-4, IL-6 e IL-10, associada com um aumento na taxa de reproducao
do parasito. A ativacdo sequencial de respostas do tipo Thl e Th2 na cisticercose
murino parece favorecer a reproducdo do parasito progressivamente, explicando a
residéncia de longa data e a elevada carga parasitaria em infeccdes crénicas.

Foi demonstrado in vivo que a resposta imune contra T. crassiceps mais
tardiamente é mista (Thl e Th2), com niveis elevados tanto de IFN-y quanto de IL-4.
Acredita-se que o0s parasitos empregam uma variedade de estratégias para evitar ou
modificar a resposta imune do hospedeiro (SPOLSKI et al. 2000).

Mooney et. al (2000) observaram destruicdo imune de larvas de T.
crassiceps na cavidade abdominal em animais previamente sensibilizados via
subcutanea. As larvas injetadas por via intraperitoneal foram mortas por células
hospedeiras, e houve diminui¢do na concentracdo de citocinas quantificadas a partir do
lavado peritoneal, incluindo IFNy, IL-4 e IL-10, nos camundongos que estavam
destruindo as larvas durante a infec¢do secundéaria, quando comparados com o controle
apenas sensibilizado.

Como mostra a Figura 3, a resposta Thl inicial na infec¢éo por T. crassiceps
é rapidamente substituida por uma resposta Th2 a partir da terceira ou quarta semana de
infeccdo, que é acompanhada por uma mudanca no fenotipo de macréfagos
classicamente para alternativamente ativados. Além disso, um aumento na carga
parasitaria pode ser observado quando a populacdo AAM e a resposta Th2 sdo
estabelecidas (PEON, ESPINOZA-JIMENES, TERRAZAS, 2013).
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Figura 3 Resposta imune contra T. crassiceps. Legenda: CAMs: macrofagos classicamente ativados;
AAMs: macrofagos alternativamente ativados. Adaptado de PEON, ESPINOZA-JIMENES,
TERRAZAS, 2013.

Em camundongos C57BL/6 com cisticercose subcutanea por T. crassiceps
Freitas et al. (2012) observaram a formacao de granuloma composto por macréfagos e
neutrofilos envolvendo os cisticercos; estes animais tiveram aumento na concentracao
sérica de IFNy durante a infeccdo, e aumento de IL-4 durante o periodo de transicdo
entre as fases inicial e tardia da infeccdo. O aumento da resposta Thl, pela producéo de
IFNYy, parece ter contribuido para a destrui¢do do parasito e controle da infeccéo.

Com relagdo ao papel da IL-4 em infecgOes por helmintos, estudos em
infeccdo experimental com S. mansoni demonstraram que a IL-4 direciona o
desenvolvimento de resposta granulomatosa, sendo responsavel por determinar o
tamanho do granuloma, induzindo a proliferacdo de células Th2 produtores de citocinas
IL-5 e IL-13 (BURKE et al. 2009).

Ainda em infecgdes por S. mansoni, IL-4 e IL-13 induzem ativagéo
alternativa de macréfagos, que ajudam a controlar o desenvolvimento de um perfil pro-
inflamatdrio do tipo Thl e/ou Th1l7 subjacente ao processo inflamatério ja existente
(ANTHONY et al. 2007).

Flamme, Patton, Pearce (2001) observaram camundongos deficientes em
IL-4 com uma esquistossomose fatal grave quando comparados a camundongos
convencionais, possivelmente pelo aumento da expressio de IFNy, e consequente
indug&o na sintese de NO.

Visando analisar o papel da IL-4 na cisticercose subcutanea e a sua

participacdo na resposta inflamatdria, semelhante ao j& descrito para outras infecgdes,
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nosso estudo utilizou uma linhagem de camundongos convencional e outra deficente

para o gene de I1L-4.
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2 JUSTIFICATIVA

O modelo proposto neste projeto oferece condi¢Bes para estudo da
cisticercose no tecido subcutaneo de forma experimental com possivel aplicacdo a
clinica humana, considerando a semelhanca da repercussdo da doenca, com diferenca
apenas nas espécies do parasito. O estudo experimental possibilita 0 acompanhamento
do local infectado e o desenvolvimento da resposta inflamatoria ao longo do tempo, seja
por métodos anatomopatoldgicos, imunohistoquimicos, entre outros, que permitam
expressar dados relevantes da evolugcdo da doenga e da resposta imune frente ao
parasito.

A cisticercose por T. crassiceps, mesmo em baixa frequéncia, tem-se
mostrado muito relevante em pacientes imunodeprimidos, com relatos de casos em
pacientes portadores de HIV/SIDA e neoplasia.

Tendo em vista que a IL-4 é a citocina de assinatura da resposta Th2,
predominante na infeccdo por helmintos, utilizou-se duas linhagens de camundongos,
BALB/c convencionais e deficientes para o gene de IL-4, a fim de analisar possiveis
diferencas na resposta inflamatoria entre as linhagens. Este estudo inclui-se a linha de
pesquisa em Cisticercose Experimental, desenvolvida no Laboratério de Patologia
Experimental do Instituto de Patologia Tropical e Salde Publica (IPTSP) da
Universidade Federal de Goias (UFG).

N&o seria vidvel realizar a pesquisa em humanos, uma vez que nao €
possivel a infeccdo experimental e a retirada de fragmentos do subcutdneo nesses
individuos para analise da resposta inflamatéria esperada. Neste sentido, testes com
animais de experimentacdo, quando conduzidos de forma ética, sdo bastante aceitos na

literatura nacional e internacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar e comparar a resposta inflamatoria local e sistémica resultante da infeccéo
no subcutaneo por cisticercos de T. crassiceps utilizando-se camundongos BALB/c

convencionais e deficientes do gene de IL-4.

3.2 Objetivos Especificos
v Avaliar processos patologicos gerais presentes no subcutaneo infectado, por
andlise anatomopatoldgica macro e microscopica.
v" Avaliar a concentracgdo das citocinas Interleucina-4, Interferon-y, Interleucina-10
e Interleucina-13, que estdo relacionadas ao processo inflamatério associado a

infeccdo, a partir de sobrenadantes de cultura de esplendcitos.
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4 METODOS

4.1 Animais

A realizagdo deste projeto obedeceu as normas estabelecidas pela Sociedade
Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio. Este projeto foi submetido a
Comissdo de Etica do Uso de Animais (CEUA/UFG), aprovado e protocolado pelo
n°076/12.

Os animais foram manipulados sempre de forma cuidadosa e pelo
pesquisador que possui treinamento apropriado para realizacdo deste estudo e
acompanhado por um Médico Veterinario. Foram utilizados 80 camundongos machos
isogénicos das linhagens BALBI/c, deficientes ou ndo do gene de IL-4 com oito a doze
semanas de idade, pesando de 20 a 30 gramas, inicialmente mantidos em gaiolas
apropriadas de 20 centimetros (cm) x 30 cm no Biotério do IPTSP/UFG. As matrizes
dos camundongos deficientes para IL-4 foram doadas pela Dr® Nancy Noben-Trauth
(NIH, Bethesda, MD, USA).

Priorizando o bem estar dos animais, as gaiolas ficaram préximas, uma de
frente para a outra. A luminosidade foi ¢ontrolada por fotoperiodo de 12 horas; a
temperatura, a intensidade de ruido e a umidade relativa do ar foram as do ambiente
geral. Foram colocados 6 animais por gaiola, recebendo agua e racdo comercial
autoclavada ad libitum para a espécie a vontade e as trocas das camas foram realizadas
duas vezes por semana.

Visando otimizar a vivéncia dos animais, as gaiolas foram adaptadas com
enriquecimento ambiental (EA), como observado nas figuras 5 e 6. Ap6s o0 desmame, 0s
animais foram transportados das gaiolas convencionais de 20 cm x 30 cm x 12 cm para
caixas maiores de 40 cm x 30 cm x 20 cm, contendo estimulos cognitivos, sensoriais e
motores, tais como rodas de pvc, iglus, rodas de exercicio e diversos objetos de plastico,
em diferentes cores e texturas. Esses objetos foram higienizados semanalmente com

agua e sabdo neutro, e ndo compartilhados entre as demais gaiolas.
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Figura 4 Caixas para alojamento dos animais. A. Caixa convencional de 20x30x12cm. B. Caixa de
40x30x20cm com enriquecimento ambiental.

Figura 5 Animais adaptados ao ambiente enriquecido durante o experimento.
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Foram formados quatro grupos de camundongos, distribuidos
aleatoriamente, contendo 20 camundongos em cada, totalizando 80 animais: Grupo 1 —
camundongos BALB/c convencionais (WT, do inglés, Wild Type) infectados com
cisticercos de T. crassiceps; Grupo 2 — camundongos BALB/c deficientes do gene do
IL-4 (IL-4-KO, do inglés, Knockout,) infectados com cisticercos de T. crassiceps;
Grupo 3 — camundongos BALB/c WT inoculados com solugdo salina estéril e; Grupo 4
— camundongos BALB/c IL-4-KO inoculados com solugdo salina estéril. Para cada
periodo de estudo 7, 30, 60 e 90 dias apos o inéculo (DAI) foram utilizados grupos
contendo cinco animais cada, quantidade necessaria para a analise estatistica.

Os animais submetidos ao in6culo foram acompanhados por avaliagdo de
dor e/ou sofrimento por um Médico Veterindrio e, caso 0s animais apresentassem
sintomatologia indicada por esses parametros, seriam eutanasiados. Para observar a
frequéncia da dor foi utilizada a avaliacdo do comportamento desses animais na gaiola e
no momento da manipulagdo, como por exemplo higiene pessoal, agressividade, postura

e respostas ao manejo.

4.2 Manutencdo do ciclo experimental e indculo dos camundongos BALBI/c
convencionais e BALB/c deficientes para o gene de IL-4 com cisticercos de Taenia
crassiceps

A cepa ORF de T. crassiceps é mantida no Biotério do IPTSP-UFG, por
passagens intraperitoneais sucessivas, a cada 90 dias, em camundongos fémeas BALB/c
de oito a 12 semanas de idade, desde 2002, de acordo com Vaz et al. (1997).

Os camundongos BALB/c convencionais e BALB/c deficientes do gene de
IL-4 foram inoculados com 10 cisticercos em fase inicial no subcutaneo da regido
dorsal, em um Unico ponto de inoculacdo. Os animais infectados foram inoculados 10
cisticercos em suspensdo, com volume minimo de 0,2mL de solucdo salina estéril. Os
animais controles foram inoculados apenas com solucdo salina estéril (0,2mL)
(FREITAS et al. 2012).

4.3 Eutanésia e destino dos animais pos-experimentacao

Nos dias experimentais 7, 30, 60 e 90 DAI, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com 0,5g/mL de solucdo de Xilazina a 2% e Cloridrato de
Cetamina a 10%. Posteriormente, os animais foram eutanasiados por deslocamento

cervical, para a coleta do subcutdneo de animais infectados, e do bago de animais
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infectados e controle para andlise subsequente. Este método de eutanasia foi escolhido
por estar de acordo com os métodos previstos pela Resolucdo do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria n°® 1000 de 11 de maio de 2012, sendo este apropriado para a
idade, espécie e peso dos animais e por provocar a morte do animal rapidamente
diminuindo o estresse. O pesquisador foi treinado para a execu¢do do método com
seguranca.

Apos a eutanasia, esses animais foram preservados em freezer a -20°C, até o

momento da incineracdo na Escola de Veterinaria e Zootecnia da UFG.

4.4 Analise morfologica e morfométrica

A analise anatomopatoldgica foi realizada através do estudo morfologico,
macro e microscopico, dos processos patoldgicos gerais presentes no subcuténeo,
decorrentes da infeccdo pelos cisticercos de T. crassiceps. Para tais analises foi coletado
0 tecido subcutaneo adjacente ao local da implantacdo dos cisticercos, seguido da
documentacdo fotografica do mesmo por uma maquina fotogréafica digital, em fundo
escuro contendo uma régua milimetrada como referéncia.

Dentre os critérios para analise macroscopica utilizou-se: célculo da area da
lesdo, presenga de hemorragia, hiperemia, fibrose, inflamagdo aguda exsudativa
purulenta, e translucidez ou opacidade da membrana. A area da lesdo dos animais
infectados foi feita a partir da média das imagens digitalizadas do grupo, registradas no
momento da retirada das amostras, com auxilio do programa Image J (NIH, USA).

Uma vez coletado, o subcuténeo foi fixado em formaldeido tamponado a
10% (tampdo-fosfato 10 mM, Potencial Hidrogeniénico (pH) 7,4) e processado em
baterias de alcool e xilol para inclusdo em blocos de parafina. Dos blocos foram obtidos
cortes de 3 micrometros (um) de espessura em laminas para microscopia, 0S quais
foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) e picro-sirius (PS) (solucao
aquosa saturada de acido picrico adicionada de 0,1g% de vermelho da Siria F3B, Sirius
red F3B-Bayer) com contra-coloracdo pela hematoxilina (por 1 minuto), para analise do
coléageno.

Para a avaliagdo morfologica utilizou-se microscopio de luz (AxioLab, Carl
Zeiss). Para registro dos resultados, imagens foram capturadas através de uma camera
de alta resolugédo (Sony NEX-3K) adaptada a microscopio de luz (AxioLab, Carl Zeiss),

e transmitidas ao computador.
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A analise microscopica foi realizada aos 7, 30, 60 e 90 DAI, a fim de
acompanhar a evolucdo da resposta inflamatoéria local (FREITAS et al. 2012). Nesta
analise observou-se: 1. no parasito: sua presenca ou auséncia, suas fases de
desenvolvimento, a integridade de suas membranas, a presenca e intensidade do
infiltrado inflamat6rio, e qual tipo celular predominante; 2. na interface parasito-
hospedeiro: alteracdes da célula, alteragdes do intersticio, alteracbes locais da circulagdo
sanguinea, pigmentacGes patoldgicas, calcificacdo patologica, edema e inflamacdo. Os
processos patoldgicos descritos foram classificados quando a presenca e/ou intensidade,
esta Ultima nos niveis: discreta (com comprometimento de até 25% da &rea), moderada
(de 26 a 50% da area) e acentuada (acima de 50 % da area) (LINO-JUNIOR et al. 2002;
FREITAS et al. 2012).

Em todos os animais foi observada a formacdo de um granuloma, que foi
classificado da seguinte forma: primério, caracterizado por agregados de macrofagos em
torno do parasito; secundario, caracterizado por necrose central, circundada por
macrofagos epitelidides e células gigantes multinucleadas; terciario, caracterizado por
pouca necrose, infiltrado inflamatério e fibrose.

A anélise da fibrose foi feita aos 07, 30, 60 e 90 dias de infec¢do de ambas
as linhagens, a partir dos cortes de tecido infectado corados pelo picro-sirius e
examinados sob luz polarizada, com objetiva de 40x. Os campos para quantificacdo do
colageno foram capturados por meio de uma camera (Sony NEX-3K) acoplada ao
microscopio; as imagens foram analisadas com o programa Image J (NIH, USA) e a
quantificacdo foi expressa em percentagem de area ocupada. A quantificacdo do
colageno foi feita com uma média de 30 campos/lamina em todos 0s animais, ndo sendo
discriminados os tipos de colageno durante a quantificacdo. A area total analisada por
animal foi de aproximadamente 8.514.221,19 pm?, totalizando 42.571.105,95 um? por
dia experimental (5 animais/dia).

4.5 Cultura de esplendcitos para dosagem de citocinas por ELISA a partir dos
sobrenadantes de cultura

O bagco dos camundongos foi coletado em camara de fluxo laminar, e
transferido para uma placa de Petri estéril contendo solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS, do inglés, Phosphate Buffered Saline). O 6rgao foi macerado e as células
em suspensdo foram lavadas por centrifugacdo. As células foram ressuspendidas em

solugéo concentrada de lise para hemacias (TRIS HCI 17 micromolar (mM) e Cloreto
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de Amonio 0,144 molar (M) em agua milli-Q). As células foram lavadas com meio
RPMI (Meio de cultura desenvolvido por Roswell Park Memorial Institute) completo
(RPMI 1640 (SIGMA) enriquecido com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) inativado,
2mM de L-glutamina, 100U/mL de penicilina, 100 miligrama (mg) /mL de
estreptomicina e 50mM de 2-mercaptoetanol), em seguida contadas em cédmara de
Neubauer com Azul de Tripan 1% para verificar a Viabilidade Celular; foram incubadas
5 x 10° células viaveis/mL em placa de cultura de tecido de 24 pocos de fundo chato
(CORNING, NY, EUA). A incubacéo foi feita por 48 horas em meio RPMI completo
em estufa umidificada a 37 graus Celsius (°C) e 5% de gés carbbnico. As células foram
cultivadas com e sem adicdo de estimulo com Concanavalina A (ConA, SIGMA).
Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados e armazenados em freezer a —20°C
até anélise.

A deteccdo das citocinas I1L-4, 1L-10, IL-13 e IFNy foi realizada por meio de
ELISA tipo sanduiche, a partir do sobrenadante da cultura de células do bago. A técnica
consiste na utilizagdo de anticorpos monoclonais para captura de IL-4, IL-10, IFNy e
IL-13.

Para a dosagem de IL-4 e IL-10 foram utilizados os kits Mouse IL-4 ELISA
(Lote: 26389) e Mouse IL-10 ELISA (Lote: 20169) Set BD OptEIA™ (BD
BIOSCIENCES, SAN DIEGO, CA). As microplacas para ELISA High biding
(CORNING, NY, EUA) foram sensibilizadas com o anticorpo monoclonal para IL-4
(Imicrolito por mililitro (uL/mL) em tamp&o carbonato-bicarbonato pH 9.6) ou IL-10
(1uL/mL em PBS) no volume de 80 uL por pogo da placa, e foram mantidas a 4 °C por
24 horas (h). Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-Tween 20 e
incubadas com solucdo de bloqueio (SBF a 5% em PBS) com 120 pL/poco, por 50
minutos (min), em temperatura ambiente (TA). As placas foram lavadas novamente em
PBS-Tween 20 a 5% e foram adicionados 80uL do sobrenadante de cultura equivalente
a cada animal. Para a curva padrdo, foram adicionadas as citocinas murinas
recombinantes IL-4 ou IL-10 (BD BIOSCIENCES, SAN DIEGO, CA), em diluicdes
sucessivas a 1:2 em meio RPMI completo, na concentracdo inicial de 5ng/mL. As
placas foram mantidas a 4°C por 24 h, sendo em seguida, lavadas novamente com PBS-
Tween 20. Os anticorpos monoclonais acoplados a biotina para IL-4 ou IL-10 foram
diluidos a 1pg/mL de solucdo de bloqueio com 1puL de streptoavidina-peroxidase e
adicionados as placas (80uL por pogo). Apos uma hora em TA, as placas foram lavadas

com PBS-Tween 20 e foram adicionados 50uL. da solugdo de substrato, composta de
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Tetrametilbenzidina (TMB, INVITROGEN) e peroxido de hidrogénio. As placas foram
mantidas ao abrigo da luz durante 15 a 30 min a TA; a reagdo colorimétrica foi
interrompida com 20uL de solugdo de acido sulfurico a 2 normal (N). A densidade
optica (DO) foi detectada por leitor de microplacas Thermo Labsystems, com filtro de
450 nanémetros (hm) (OLIVEIRA et al. 2000; OLIVEIRA et al. 2005).

Para a dosagem de IFNy e IL-13 as microplacas para ELISA High biding
foram sensibilizadas com o anticorpo monoclonal para IFNy (clone XMG 1.2 a 5ug/mL
em PBS) ou IL-13 (clone 38213.11 Lot: AEQ032081 R&D SYSTEMS,
MINNEAPOLIS, MN, EUA, a 5ug/mL em PBS) no volume de 80uL por pogo da placa,
e foram mantidas a 4 °C, por 24 h. Em seguida, as placas foram lavadas cinco vezes
com PBS-Tween 20 e incubadas com solucgédo de bloqueio com 160uL/poco, por 45min,
a 35 °C. As placas foram lavadas novamente em PBS-Tween 20 e foram adicionados
80uL do sobrenadante de cultura equivalente a cada animal. Para a curva padrao, foi
adicionada a citocina murina recombinante IFNy ou IL-13 (R&D SYSTEMS,
MINNEAPOLIS, MN, EUA), em dilui¢cdes sucessivas a 1:2 em meio RPMI completo,
na concentracdo inicial de 10ng/mL. As placas foram mantidas a 4°C por 24 h, sendo
em seguida, lavadas novamente com PBS-Tween 20. Os anticorpos monoclonais
acoplados a biotina para IFNy (clone AN-18 a 5ug/mL de solugdo de bloqueio) ou IL-
13 (Lot: AJP063091, R&D SYSTEMS, MINNEAPOLIS, MN, EUA a 5ug/mL de
solucéo de blogueio) foram adicionados as placas (80uL). Apds 2h a 35°C, as placas
foram lavadas com PBS-Tween 20 e foram adicionados 80ul de streptoavidina-
peroxidase (SIGMA) diluida 1:1.000 em solucdo de bloqueio. Apds 30min de incubacao
a 35°C, as placas foram lavadas 10 vezes com PBS-Tween 20 e entdo foram
adicionados 80uL da solugdo de substrato, composta de O-fenilenodiamina diclorada
(OPD, SIGMA) a 5mg/mL em tampdo citrato-fosfato pH 5,0, acrescida de 5uL/mL de
peroxido de hidrogénio 30 volumes. As placas foram mantidas ao abrigo da luz durante
10 a 30 min em TA e a reacdo colorimétrica foi interrompida com 20uL de solugdo de
acido sulfarico a 2N. A DO foi detectada por leitor de microplacas Thermo Labsystems,
com filtro de 492 nm e filtro de referéncia de 620 nm (OLIVEIRA et al. 2000;
OLIVEIRA et al. 2005).

4.6 Andlise estatistica
Para a analise dos resultados foi utilizado o programa Sigma Stat; todas as

variaveis foram testadas quanto a distribui¢cdo normal e variancia homogénea.
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Para os valores de intensidade das alteragdes macro e microscopicas foram
estabelecidos 0s seguintes escores: ausente - escore 0 ; discreto - escore 1; moderado -
escore 2; acentuado - escore 3; e submetidas ao teste ndo paramétrico Mann—Whitney;
as linhagens foram comparadas entre si a cada dia experimental.

Os dias experimentais foram comparados dentro da mesma linhagem quanto
a area da vesicula, com o auxilio da Anéalise de Variancia simples (ANOVA), seguida do
teste Holm-Sidak, quando houve diferenca estatistica entre 0s grupos; e entre as

linhagens dentro do mesmo dia experimental pelo Teste t.

Com relagdo a dosagem de citocinas a partir dos sobrenadantes de cultura,
culturas sem e com estimulo de ConA foram comparados infectado versus (vs) controle
e entre as linhagens nos dias experimentais. Para todos os testes, as diferencas

observadas foram consideradas significantes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

Os animais, durante os dias experimentais, ficaram adaptados em gaiolas
com enriquecimento ambiental. Essa interferéncia de ambiente foi necessaria para o
bom desenvolvimento da pesquisa, uma vez que observou-se em outros animais sinais
de estresse, como mordeduras, o que poderia interferir na possivel resposta inflamatoria
a ser analisada. As técnicas de EA produzem um ambiente ndo estatico, resgatando
instintos e comportamentos proximos aos naturais (OLIVARES & SANTOS, 2012).

5.1 Anélise morfoldgica e morfométrica

Para a avaliacdo dos processos patologicos gerais desenvolvidos na interface
parasito-hospedeiro dos camundongos infectados com T. crassiceps, foram realizadas
coletas da regido subcutanea adjacente a infecgdo, aos 07, 30, 60 e 90 DAI. As analises
morfolégicas das lesbes estdo registradas tanto macroscopica - Tabela 1 e Figura 6 -
guanto microscopicamente - Tabelas 2A, B, Ce D, e Figuras 7, 8,9, 10 e 11.

Macroscopicamente, observou-se nos animais infectados das duas
linhagens, a formacdo de uma vesicula circunscrita aos cisticercos, de tamanho
correspondente a multiplicacdo e desenvolvimento dos parasitos no seu interior. A
presenca dos cisticercos induziu no local infectado a instalagdo de um processo
inflamatdrio inicialmente com sinais de hiperemia, exsudacao plasmatica e celular, que
evoluiu para a cronicidade, sem cura observada aos dias experimentais, apresentando
persisténcia da infeccdo e fendbmenos reparativos como fibrose, dada pela opacidade da
membrana.

Aos 07 DAI os animais de ambas as linhagens apresentaram uma vesicula
pequena contendo poucos cisticercos no seu interior (Figura 6 A e B); a membrana da
vesicula em 80% dos animais estava transltcida nas duas linhagens. Observou-se que
nos animais IL-4-KO a hiperemia foi mais intensa do que nos animais convencionais.
Os animais das duas linhagens ndo apresentaram os demais processos patoldgicos
avaliados (hemorragia, fibrose e inflamacdo aguda exsudativa e purulenta) neste dia
experimental. A é4rea da vesicula foi de 0,508 + 0,244 cm? para os animais IL-4-KO, e
0,411 + 0,184 cm? para os animais WT, sem diferenca estatisticamente significativa

entre as linhagens (p=0,548).
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Aos 30 DAI a vesicula das duas linhagens estavam aumentadas com relagéo
ao dia experimental anterior (Figura 6 C e D), contendo uma maior quantidade de
cisticercos. A hiperemia se manteve mais intensa nos animais IL-4-KO. Ja a hemorragia
foi discreta em todos esses animais, enquanto nos animais WT, houve variacdo de
ausente a moderado. A fibrose estava presente e de intensidade discreta na linhagem IL-
4-KO. A inflamacdo aguda exsudativa e purulenta estava presente de forma moderada
em 80% dos animais IL-4-KO, sendo que nos animais WT apenas 40% apresentavam
essa alteracdo. A membrana da vesicula encontrava-se opaca na maior parte dos animais
de ambas as linhagens. Nesta fase os animais WT apresentaram vesiculas de area igual a
2,449 + 1,025 cm?, e os animais 1L-4-KO, 1,874 + 0,434 cm?; ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa entre as linhagens (p=0,281).

Aos 60 DAI constatou-se que a hiperemia foi semelhante em relacdo aos
dias experimentais anteriores. Entre os animais IL-4-KO, 40% apresentaram hemorragia
moderada, enquanto 60% dos animais WT apresentaram em intensidade discreta. 80%
dos animais IL-4-KO apresentaram fibrose em quantidade moderada, sendo que nos
animais WT apenas 40%. Em ambas as linhagens, observamos presenca de inflamacéo
aguda exsudativa e purulenta, variando de discreta a acentuada em 80% dos animais. A
membrana estava opaca em ambas as linhagens durante esta fase (Figura 6 E e F). As
medidas das areas da vesicula foram de 2,325 + 1,127 cm?, e 3,372 + 1,884 cm?, para as
linhagens WT e IL-4-KO, respectivamente; ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre as linhagens (p=0,317).

Aos 90 DAI a hiperemia manteve-se discreta e a hemorragia discreta a
moderada em ambas as linhagens. Observou-se fibrose e inflamagdo aguda exsudativa e
purulenta predominantemente acentuada nas duas linhagens. Nesta fase, a membrana
estava opaca em 60% dos animais WT e 100% dos IL-4-KO (Figura 6 G e H). A area da
vesicula nos animais WT foi de 4,598 + 2,657 cm?, e nos IL-4-KO de 2,321 + 2,709
cm?, sem diferenca estatisticamente significativa entre as linhagens (p=0,217).

Apenas na linhagem WT houve diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos (p=0,005), e a diferenca estava entre os grupos 07 e 30 DAI, e 07 e 90 DAL,

N&o houve diferenca entre as linhagens quando comparados os dias experimentais.
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Tabela 1: Aspectos macroscopicos dos processos patologicos gerais na interface parasito-hospedeiro no subcutaneo dos animais das linhagens
BALB/c convencional e BALB/c deficientes para o gene de IL-4 ap6s infec¢do com cisticercos de Taenia crassiceps

Alteracoes
macroscopicas

Hiperemia

Hemorragia

Fibrose

Inflamacéo Aguda

Exsudativa
Purulenta

Membrana

Area (cm?)

DAI

07
30
60
90

07
30
60
90

07
30
60
90

07
30
60
90

07
30
60
90

07
30
60
90

BALB/c convencional (n=5)

% (n)
Ausente Discreto Moderado
- 80 (4) 20 (1)
- 80 (4) 20 (1)
- 80 (4) 20 (1)
- 80 (4) -
100 (5) - -
20 (1) 60 (3) 20 (1)
40 (2) 60 (3) -
20 (1) 40 (2) 40 (2)
80 (4) 20 (1) -
40 (2) 60 (3) -
- 60 (3) 40 (2)
- - 40 (2)
80 (4) 20 (1) -
- 60 (3) 40 (2)
- 40 (2) 40 (2)
- - 40 (2)
Transltcida
80 (4)
20 (1)
40_(2)
0,411 + 0,184
2,449 + 1,025
2,325+ 1,127
4,598 + 2,657

Acentuado

BALB/c IL-4-KO (n=5)

% (n)
Ausente Discreto Moderado

- 60 (3) 40 (2)

- 60 (3) 40 (2)

- 60 (3) 40 (2)

- 60 (3) 40 (2)
100 (5) - -

- 100 (5) -
40 (2) 20 (1) 40 (2)
40 (2) 40 (2) 20 (1)
80 (4) 20 (1) -

- 100 (5) -
20 (1) - 80 (4)
80 (4) 20 (1) -

- 20 (1) 80 (4)

- 60 (3) 20 (1)

- 20 (1) -

Transltcida
80 (4)
20-(1)
0,508 + 0,244
1,874 + 0,434
3,372 +1,884
2,321+ 2,709

Opaca
20 (1)
100 (5)
80 (4)
100 (5)

Acentuado

100 (5)

20_(1)
80 (4)

p

> 0,05
>0,05
> 0,05
> 0,05

> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05

> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05

> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05

> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05

> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05

Para a andlise estatistica, a intensidade das alteraces foi considerada da seguinte forma: ausente - escore 0 ; discreto - escore 1; moderado - escore 2; acentuado - escore 3; e submetidas ao
teste Mann-Whitney. O teste t foi empregado para a comparacgao da area da vesicula entre os grupos. Os dados representam estudo com 5 animais/grupo (n=5).
*Resultado estatisticamente significante (p<0,05).




07 DAI

WT

IL-4-KO

30 DAI

nm[

60 DAI

90 DAI

Figura 6 Macroscopia do tecido subcutaneo de camundongos BALB/c WT e BALB/c IL-4-KO ap6s a infecgdo com Taenia crassiceps. Aos 07 dias p6s-indculo. A. BALB/c WT. B.
BALB/c IL-4-KO. Aos 30 dias pos-inéculo. C. BALB/c WT. D. BALB/c IL-4-KO. Aos 60 dias pés-indculo. E. BALB/c WT. F. BALB/c IL-4-KO. Aos 90 dias pds-inéculo. G. BALB/c
WT. H. BALB/c IL-4-KO. A seta indica a vesicula contendo cisticercos.
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Microscopicamente, aos 07 DAI observou-se a presenga de processos
patologicos gerais na interface hospedeiro-parasito do tipo infiltrado inflamatério
constituido predominantemente por neutrofilos nas duas linhagens WT e IL-4-KO, nesta
ultima de intensidade acentuada em 60% dos casos (Tabela 2A, Figura 7). Houve
presenca discreta de macrofagos em ambas as linhagens. Linfocitos e plasmocitos
estavam ausentes em mais de 80% dos animais KO-IL-4 e em 100% dos animais WT.
Ndo foram encontrados eosinofilos nos animais IL-4-KO, ja nos animais WT
apresentara-se em intensidade discreta. Nesta fase encontrou-se também necrose
caseosa no subcutaneo dos animais IL-4-KO, sendo que nos animais WT este tipo de
morte celular s6 foi observada aos 30 DAI. O edema e a hiperemia foram moderados em
ambas as linhagens. Fibrina e tecido de granulacdo foram observados em quantidades
discretas nas duas linhagens. O granuloma foi predominantemente primério tanto nos
animais WT quanto IL-4-KO. Foram encontrados cisticercos em estagios inicial e
larval, porém nos animais WT os cisticercos estavam preservados, enquanto nos
animais IL-4-KO havia cisticercos ja em destruicao.

Aos 30 DAL, observou-se a presenca acentuada de macrofagos e discreta de
linfocitos em ambas as linhagens (Tabela 2B, Figura 8). Os neutréfilos permaneceram
aumentados nos animais IL-4-KO e os eosindfilos estavam ausentes, com diferenca
estatisticamente significante em relacdo aos animais WT. Em ambas as linhagens,
houve presenca de necrose caseosa moderada e edema discreto. O tecido de granulacao
se apresentava acentuado na linhagem IL-4-KO, e moderado nos animais WT.
Observou-se presenca de fibrina moderada nos animais I1L-4-KO e discreta em WT. Os
cisticercos encontrados estavam em estagio larval ou final, grande parte, em destruicdo
em ambas as linhagens. As caracteristicas dos granulomas nesta fase foram
consideradas para classifica-los predominantemente em terciarios.

Aos 60 DAI os macréfagos se mantiveram em quantidade acentuada em
ambas as linhagens (Tabela 2C, Figura 9). Ndo foram encontrados eosino6filos na
interface parasito-hospedeiro nos animais IL-4-KO, e nos animais WT foram
encontrados em intensidade discreta. Nesta fase, foram observados macrofagos
espumosos em ambas as linhagens e cristais de colesterol apenas nos animais WT.
Calcificagéo e pigmentacdo ndo foram encontradas. A hiperemia foi mais acentuada nos
animais IL-4-KO do que nos animais WT. A fibrina ndo foi observada nesta fase da
infeccdo. Observou-se presenca de plasmaocitos em intensidade discreta nos animais

WT, com diferenca estatisticamente significante em relacdo aos IL-4-KO. Os
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granulomas foram classificados como terciarios em ambas as linhagens, com presenca
de cisticercos larvais e finais em destruicéo.

Aos 90 DAI, observou-se intensidade discreta de linfocitos e acentuada de
macrofagos em ambas as linhagens (Tabela 2D, Figura 10). 80% dos animais WT
apresentavam plasmaocitos em intensidade discreta, a mesma encontrada em apenas 20%
dos animais IL-4-KO. Os neutrofilos variaram de discreto a moderado nos animais WT,
e estavam predominantemente acentuados nos animais IL-4-KO. Os eosindéfilos
estavam presentes em intensidade discreta em 80% dos animais WT, e ausentes nos
animais IL-4-KO, com diferenca estatisticamente significante. Calcificagdo e
pigmentacdo foram encontradas apenas nos animais WT. Observou-se hemorragia
discreta a moderada nos animais WT e discreta nos IL-4-KO, com diferenca
estatisticamente significante. Foi observado hiperemia e tecido de granulacdo em
intensidade moderada a acentuada em ambas as linhagens. Macrdfagos espumosos
estavam presentes nas duas linhagens e cristais de colesterol apenas nos animais WT.
Na linhagem WT foram encontrados cisticercos em estagio larval em destruicdo e final,
e na IL-4-KO, em estagio larval em destruicdo. Os granulomas foram classificados

como terciarios nas duas linhagens.
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Tabela 2A: Aspectos microscopicos dos processos patoldgicos gerais na interface parasito-hospedeiro no subcutaneo dos animais das
linhagens BALB/c convencional e BALB/c deficientes para o gene de IL-4 ap6s 07 dias de infeccdo com cisticercos de Taenia crassiceps

Alteracoes
microscopicas

Linfécitos
Plasmécitos
Macrdéfagos
Neutrofilos
Eosinofilos
Fibroblastos
Macréfagos
€Spumosos
Cristais de
colesterol
Calcificacéo
Pigmentacao
Necrose caseosa
Edema
Hemorragia
Hiperemia
Tecido de
granulacgéo
Fibrina

Granuloma
(classificacao)

Cisticerco (fase)

Cisticerco
(estado)

BALB/c convencional (n=5)

BALB/c IL-4-KO (n=5)

% (n) % (n)
Ausente  Presente Discreto  Moderado Acentuado  Ausente Presente Discreto  Moderado  Acentuado
100 (5) - - - - 80 (4) - 20 (1) - -
100 (5) - - - - 80 (4) - 20 (1) - -

- - 80 (4) 20 (1) - - - 100 (5) - -

- - - 100 (5) - - 20 (1) 20 (1) 60 (3)

- - 100 (5) - - 40 (2) - 60 (3) - -

- - 40 (2) 60 (3) - - - 60 (3) 40 (2) -
100 (5) - - - - 100 (5) - - - -
100 (5) - - - - 100 (5) - - - -
100 (5) - - - - 100 (5) - - - -
100 (5) - - - - 100 (5) - - - -
80 (4) - 20 (1) - - 20 (1) - 80 (4) - -

- - 20 (1) 80 (4) - - - 40 (2) 60 (3) -
80 (4) - - 20 (1) - 80 (4) - - 20 (1) -

- - 40 (2) 60 (3) - - - 20 (1) 40 (2) 40 (2)

- - 100 (5) - - 20 (1) - 60 (3) 20 (1) -
20 (1) - 60 (3) 20 (1) - 20 (1) - 40 (2) 40 (2) -

Primario Secundario Terciario Primario Secundario Terciario

100 (5) - - 80 (4) 20 (1) -
Inicial Larval Final Inicial Larval Final
60 (3)* 60 (3)* - 60 (3)* 40 (2)* 20 (1)*
Preservado Em destruicéo Preservado Em destruicéo
80 (4) 20 (1) 40 (2) 60 (3)

p

> 0,05
> 0,05
> 0,05
>0,05
> 0,05
>0,05

> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05

> 0,05

Para a analise estatistica, as altera¢des foram consideradas da seguinte forma: ausente - escore 0; discreto - escore 1; moderado - escore 2; acentuado - escore 3;
e submetidas ao teste Mann-Whitney. Os dados representam estudo com 5 animais/grupo (n=5).
*As variaveis ndo somam 100% pois 0 mesmo animal apresentou cisticercos em varias fases de desenvolvimento. **Resultado estatisticamente significante (p<0,05).




Tabela 2B: Aspectos microscopicos dos processos patologicos gerais na interface parasito-hospedeiro no subcutaneo dos animais das
linhagens BALB/c convencional e BALB/c deficientes para o gene de IL-4 apds 30 dias de infeccdo com cisticercos de Taenia crassiceps

AlteracOes
microscopicas

Linfocitos
Plasmacitos
Macrofagos
Neutrofilos
Eosindfilos
Fibroblastos
Macrofagos
espumosos
Cristais de
colesterol
Calcificacéo
Pigmentagao
Necrose caseosa
Edema
Hemorragia
Hiperemia
Tecido de
granulacgéo
Fibrina

Granuloma
(classificacao)

Cisticerco (fase)

Cisticerco
(estado)

BALDB/c convencional (n=5)

BALB/c IL-4-KO (n=5)

% (n) % (n)
Ausente  Presente Discreto  Moderado Acentuado  Ausente Presente Discreto  Moderado Acentuado

- - 100 (5) - - - - 100 (5) - -
100 (5) - - - - 40 (2) - 60 (3) - -

- - 20 (1) 20 (1) 60 (3) - - - 20 (1) 80 (4)

- - 60 (3) 20 (1) 20 (1) - - - 40 (2) 60 (3)

- - 80 (4) 20 (1) - 100 (5) - - - -

- - - 100 (5) - - - - 80 (4) 20 (1)
100 (5) - - - - 100 (5) - - - -
100 (5) - - - - 100 (5) - - - -
80 (4) - 20 (1) - - 60 (3) - 40 (2) - -
100 (5) - - - - 100 (5) - - - -

- - 20 (1) 60 (3) 20 (1) - - 20 (1) 60 (3) 20 (1)

- - 100 (5) - - - - 80 (4) 20 (1) -
60 (3) - 40 (2) - - 40 (2) - 40 (2) - 20 (1)

- - 40 (2) 40 (2) 20 (1) - - - 80 (4) 20 (1)

- - 20 (1) 60 (3) 20 (1) - - - 20 (1) 80 (4)
100 (5) - - - - - - 40 (2) 20 (1) 40 (2)

Primario Secundario Terciario Primario Secundario Terciario

- 40 (2) 60 (3) - 20 (1) 80 (4)
Inicial Larval Final Inicial Larval Final
20 (V)* 100 (5)* - - 100 (5)* 60 (3)*

Preservado Em destruicéo Preservado Em destruicéo

60 (3) 80 (4) 20 (1) 100 (5)

P

> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05
< 0,05 **
> 0,05

> 0,05
> 0,05
>0,05
> 0,05
>0,05
> 0,05
>0,05

> 0,05

Para a andlise estatistica, as alteraces foram consideradas da seguinte forma: ausente - escore 0; discreto - escore 1; moderado - escore 2; acentuado - escore 3;
e submetidas ao teste Mann—Whitney. Os dados representam estudo com 5 animais/grupo (n=5).
*As variaveis ndo somam 100% pois 0 mesmo animal apresentou cisticercos em varias fases de desenvolvimento. **Resultado estatisticamente significante (p<0,05).
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Tabela 2C: Aspectos microscopicos dos processos patoldgicos gerais na interface parasito-hospedeiro no subcutaneo dos animais das
linhagens BALB/c convencional e BALB/c deficientes para o gene de IL-4 ap6s 60 dias de infeccdo com cisticercos de Taenia crassiceps

Alteracoes
microscopicas

Linfdcitos
Plasmacitos
Macrofagos
Neutrofilos
Eosindfilos
Fibroblastos
Macrofagos
espumosos
Cristais de
colesterol
Calcificacéo
Pigmentagao
Necrose caseosa
Edema
Hemorragia
Hiperemia
Tecido de
granulacgéo
Fibrina

Granuloma
(classificacao)

Cisticerco (fase)

Cisticerco
(estado)

BALB/c convencional (n=5) BALB/c IL-4-KO (n=5) P
% (n) % (n)
Ausente  Presente Discreto  Moderado Acentuado  Ausente Presente Discreto  Moderado  Acentuado
40 (2) - 60 (3) - - 80 (4) - 20 (1) - - > 0,05
- - 100 (5) - - 80 (4) - 20 (1) - - < 0,05**
- - - - 100 (5) - - - 40 (2) 60 (3) > 0,05
- - - 100 (5) - - - 40 (2) 40 (2) 20 (1) > 0,05
- - 100 (5) - - 60 (3) - 20 (1) - 20 (1) > 0,05
- - - 60 (3) 40 (2) - - - 80 (4) 20 (1) > 0,05
40 (2) 60 (3) - - - 40 (2) 60 (3) - - -
40 (2) 60 (3) - - - 100 (5) - - - -
80 (4) 20 (1) - - - 100 (5) - - - - > 0,05
100 (5) - - - - 100 (5) - - - - > 0,05
- - 20 (1) 60 (3) 20 (1) 20 (1) - 20 (1) 40 (2) 20 (1) > 0,05
- - 80 (4) 20 (1) - - - 100 (5) - - > 0,05
20 (1) - 80 (4) - - 60 (3) - 40 (2) - - > 0,05
- - 20 (1) 40 (2) 40 (2) - - - 40 (2) 60 (3) > 0,05
- - 20 (1) 20 (1) 60 (3) - - 40 (2) 40 (2) 20 (1) > 0,05
60 (3) - 20 (1) 20 (1) - 80 (2) - 20 (1) - - > 0,05
Primario Secundario Terciario Primario Secundario Terciario
- - 100 (5) - 20 (1) 80 (4)
Inicial Larval Final Inicial Larval Final
20 (1)* 100 (5)* 20 (5)* 20 (1)* 60 (3)* 100 (5)*
Preservado Em destruicéo Preservado Em destruicéo
40 (2) 60 (3) 40 (2) 100 (5)

Para a analise estatistica, as alteracfes foram consideradas da seguinte forma: ausente - escore 0; discreto - escore 1; moderado - escore 2; acentuado - escore 3;
e submetidas ao teste Mann-Whitney. Os dados representam estudo com 5 animais/grupo (n=5).
*As variaveis ndo somam 100% pois 0 mesmo animal apresentou cisticercos em varias fases de desenvolvimento. **Resultado estatisticamente significante (p<0,05).
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Tabela 2D: Aspectos microscopicos dos processos patoldgicos gerais na interface parasito-hospedeiro no subcutaneo dos animais das
linhagens BALB/c convencional e BALB/c deficientes para o gene de IL-4 apds 90 dias de infeccdo com cisticercos de Taenia crassiceps

AlteracOes
microscopicas

Linfocitos
Plasmacitos
Macrofagos
Neutrofilos
Eosindfilos
Fibroblastos
Macrofagos
espumosos
Cristais de
colesterol
Calcificacéo
Pigmentagao
Necrose caseosa
Edema
Hemorragia
Hiperemia
Tecido de
granulacgéo
Fibrina

Granuloma
(classificacao)

Cisticerco (fase)

Cisticerco
(estado)

BALDB/c convencional (n=5)

BALB/c IL-4-KO (n=5)

% (n) % (n)
Ausente  Presente Discreto  Moderado Acentuado  Ausente Presente Discreto  Moderado Acentuado
- - 100 (5) - - - - 100 (5) - -
20 (1) - 80 (4) - - 60 (3) - 40 (2) - -
- - - 40 (2) 60 (3) - - - 20 (1) 80 (4)
- - 40 (2) 40 (2) 20 (1) - - 20 (1) - 80 (4)
- - 80 (4) 20 (1) - 80 (4) - 20 (1) - -
- - - 60 (3) 40 (2) - - - 40 (2) 60 (3)
- 100 (5) - - - 20 (1) 80 (4) - - -
60 (3) 40 (2) - - - 100 (5) - - - -
60 (3) - 20 (1) - 20 (1) 100 (5) - - - -
60 (3) - 40 (2) - - 100 (5) - - - -
20 (1) - - 60 (3) 20 (1) - - 100 (5) - -
100 (5) - - - - 100 (5) - - - -
- - 40 (2) 40 (2) 20 (1) 60 (3) - 40 (2) - -
- - - 60 (3) 40 (2) - - - 40 (2) 60 (3)
- - - 80 (4) 20 (1) - - 20 (1) 40 (2) 40 (2)
100 (5) - - - - 100 (5) - - - -
Primario Secundario Terciario Primario Secundario Terciario
- - 100 (5) - - 100 (5)
Inicial Larval Final Inicial Larval Final
- 100 (5)* 40 (2)* - 100 (5)* -
Preservado Em destruicao Preservado Em destruicéo
60 (3) 40 (2) 20 (1) 80 (4)

p

> 0,05
> 0,05
> 0,05
> 0,05
< 0,05**
> 0,05

> 0,05
> 0,05
>0,05
> 0,05
<0,05**
> 0,05
>0,05

> 0,05

Para a andlise estatistica, as alteraces foram consideradas da seguinte forma: ausente - escore 0; discreto - escore 1; moderado - escore 2; acentuado - escore 3;
e submetidas ao teste Mann-Whitney. Os dados representam estudo com 5 animais/grupo (n=5).
*As variaveis ndo somam 100% pois 0 mesmo animal apresentou cisticercos em varias fases de desenvolvimento. **Resultado estatisticamente significante (p<0,05).
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Figura 7 Fotomicrografia do tecido subcutaneo de camundongos BALB/c WT e BALB/c IL-4-KO aos 07 dias
apos a infecgdo: A. BALB/c WT com infiltrado inflamatorio moderado e difuso em todas as camadas da pele e
préximo ao cisticerco em estagio inicial (seta) (HE, escala=200um); B. Detalhe da figura A, apresentando a
interface parasito-hospedeiro, com infiltrado inflamatério préximo ao tegumento do parasito (HE,
escala=20um); C. BALB/c IL-4-KO contendo cisticerco em estagio inicial (seta), com infiltrado inflamatério
acentuado e difuso em todas as camadas da pele e proximo ao parasito (HE, escala=200um); D. Detalhe da
figura C, mostrando a interface parasito-hospedeiro, com infiltrado inflamat6rio préximo ao tegumento do
parasito (HE, escala=20pm).
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Figura 8 Fotomicrografia do subcutaneo de camundongos BALB/c WT e BALB/c IL-4-KO aos 30 dias apoés a
infeccdo: A. BALB/c WT com infiltrado inflamatério acentuado proximo aos cisticercos em estagio larval
(setas) (HE, escala=200um); B. Detalhe da figura A, com infiltrado inflamatério acentuado (HE, escala=20pm);
C. BALBJ/c IL-4-KO contendo cisticerco em estdgio larval (seta), envolvido por infiltrado inflamatdrio

acentuado (HE, escala=200um); D. Detalhe da figura C, apresentando tecido de granulacdo acentuado (HE,
escala=20um).
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Figura 9 Fotomicrografia do subcutaneo de camundongos BALB/c WT e BALB/c IL-4-KO aos 60 dias apés a
infeccdo: A. BALB/c WT contendo cisticerco em estagio larval com regido de necrose caseosa (seta) (HE,
escala=200pm); B. Detalhe da figura A, apresentando cristais de colesterol (setas), e macréfagos espumosos
(pontas de seta) (HE, escala=20um); C. BALB/c IL-4-KO contendo infiltrado inflamatério acentuado proximo
aos cisticercos (setas) (HE, escala=200um); D. Detalhe da figura C, apresentando a interface parasito-
hospedeiro, com infiltrado inflamatério préximo ao tegumento do parasito (seta), e presenca de macréfagos
espumosos (ponta de seta) (HE, escala=20um).
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Figura 10 Fotomicrografia do subcutaneo de camundongos BALB/c WT e BALB/c I1L-4-KO aos 90 dias ap6s a
infec¢do: A. BALB/c WT contendo infiltrado inflamat6rio em todas as camadas da pele (HE, escala=200um); B.
Detalhe da figura A, apresentando em detalhe regido de necrose caseosa com calcificacdo (seta), e macréfagos
com hemossiderina (pontas de seta) (HE, escala=20um); C. BALB/c I1L-4-KO contendo infiltrado inflamatdrio
acentuado préximo aos cisticercos em estagio larval (setas) (HE, escala=200um); D. Detalhe da figura C,
apresentando a interface parasito-hospedeiro, com infiltrado inflamatério préximo ao cisticerco (seta), e presenca
de macro6fagos espumosos (ponta de seta) (HE, escala=20um).
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Em cortes de tecido infectado corados por picro-sirius vistos sob luz-
polarizada, observou-se aos 07 dias de infeccdo presenca de fibras curtas,
desorganizadas, de coloracdo esverdeada, caracterizando colageno do tipo 1l nas duas
linhagens. Nos demais dias experimentais, 30, 60 e 90 DAI, as duas linhagens
apresentaram fibras colédgenas longas, organizadas, de coloragdo avermelhada,
caracterizando colageno do tipo | (Figura 11). Foi realizada a quantificacdo do colageno
e os resultados encontrados estdo registrados na Tabela 3. N&o houve diferenca

estatisticamente significante entre os grupos.

Tabela 3: Quantificacao de colageno em porcentagem no subcuténeo dos animais
das linhagens BALB/c convencional e BALB/c deficientes para o gene de I1L-4
apos a infecgdo com cisticercos de Taenia crassiceps

Grupo BALB/c WT BALB/c IL-4-KO p
experimental (n=5) (n=5)

GO07D 3,45+£1,98 2,25+144 > 0,05

G30D 4,92 + 3,38 3,90 + 2,05 > 0,05

G60D 539+247 5,96 + 3,72 > 0,05

G90D 3,99 + 3,56 7,71 + 2,44 > 0,05

O teste t foi empregado para a comparagao entre os grupos. Resultado estatisticamente significante (p<0,05).
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Figura 11 Fotomicrografia do subcutaneo de camundongos BALB/c WT e BALB/c IL-4-KO corado por
picro-sirius, visto sob luz polarizada (barra = 20pm). Aos 07 dias apds a infeccdo: A. BALB/c WT; B.
BALB/c IL-4-KO. Aos 30 dias apés a infeccdo: C. BALB/c WT; D. BALB/c IL-4-KO. Aos 60 dias ap6s
a infeccdo: E. BALB/c WT; F. BALB/c IL-4-KO. Aos 90 dias ap6s a infeccdo: G. BALB/c WT; H.
BALB/c IL-4-KO.
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5.2 Concentragéo das citocinas IL-4, IFNy, IL-10 e IL-13 a partir do sobrenadante
de cultura de esplendcitos

Foram realizadas culturas de esplendcitos dos animais infectados e controles
das duas linhagens WT e IL-4-KO com posterior dosagem de citocinas, IFNy, IL-4 e IL-
10 a partir do sobrenadante das culturas. Os resultados de concentragéo das citocinas em
ng/mL estdo apresentados nas figuras 12 a 15.

Na dosagem da concentracdo de IL-4 dos animais WT com producgéo
espontanea, ou seja sem estimulo com ConA, nenhum animal apresentou valor
detectavel, portanto ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

Com relagdo a concentracdo de IL-4 dos animais WT com estimulacéo
guando comparados entre os dias experimentais, houve diferenca estatisticamente
significante Controle vs Infectado aos 30 e 60 DAI, demonstrando que infectados
produzem mais IL-4 quando estimulados com ConA se comparados aos controles.

Nos animais IL-4-KO, a auséncia da citocina IL-4 foi confirmada por
dosagem em sobrenadante de cultura de esplendcitos de animais controle e infectados,
em diferentes dias experimentais, sem e com estimulacdo com ConA (dados ndo
mostrados).

Com relagdo aos niveis de IFNy, a cultura de esplendcitos dos animais WT
sem estimulacdo com ConA apresentaram diferenca significativa Controle vs Infectado
aos 07, 30 e 60 DAI. Animais IL-4-KO sem estimulacdo com ConA apresentaram
diferenca aos 90 DAI quando comparados Controle vs Infectado. Entre as linhagens, nas
culturas de esplendcitos sem estimulo com ConA houve diferenga significante entre
controles aos 07 DAL, e infectados aos 07, 30 e 60 DAL.

A andlise da concentracdo de IFNy nos animais WT com estimulacdo com
ConA resultou em diferenca estatisticamente significante Controle vs Infectado aos 07,
30 e 90 DAI. Animais IL-4-KO com estimulo com ConA apresentaram diferenca
significativa Controle vs Infectado aos 07 DAI. Comparadas culturas de esplendcitos
com ConA entre linhagens houve diferenca significante nos controles aos 07, 30 e 60
DAI, e em todos os grupos infectados. Observou-se que animais IL-4-KO controles
respondem ao estimulo com ConA semelhante aos infectados (30, 60 e 90 DAI),
diferente dos animais WT controles que produzem mais IFNy que os infectados quando
estimulados com ConA.

Com relacdo a concentracdo de IL-10, os animais WT sem estimula¢do com

ConA apresentaram diferenca estatisticamente significativa Controle vs Infectado aos
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60 DAI. Animais IL-4-KO em produgdo espontanea apresentaram diferenca
significativa aos 30 e 90 DAI. Entre as linhagens as culturas sem estimulo com ConA
houve diferenca nos controles e nos infectados aos 30 e 90 DAL.

Para IL-10, as culturas de esplendcitos de animais WT com estimulo de
ConA apresentaram diferenga significativa Controle vs Infectado em todos os dias
experimentais; infectados produziram mais IL-10 que controles quando estimulados
com ConA (07, 30 e 90 DAI). Animais IL-4-KO com estimulo de ConA apresentaram
diferenca significativa aos 07 DAI Infectado vs Controle, e produziram mais IL-10 com
relacdo aos WT infectados no mesmo dia. Quando comparadas as culturas com estimulo
com ConA entre linhagens, houve diferenca nos controles aos 60 DAL, e nos infectados
aos 07 e 90 DAI.

Para a dosagem de IL-13, as culturas de esplendcitos de animais WT em
producdo esponténea apresentaram diferenca estatisticamente significante Controle vs
Infectado aos 90 DAI. Entre as linhagens sem estimulo com ConA houve diferenca
significativa nos controles aos 07 e 30 DAI, e nos infectados aos 30 DAL.

A concentracdo de IL-13 nas culturas de esplendcitos de animais WT e IL-
4-KO com estimulo com ConA apresentou diferenca estatisticamente significante
Controle vs Infectado aos 07 DAI em ambas as linhagens. Quando comparadas entre si,

as linhagens apresentaram diferenca significante nos grupos controles com 07 DAL
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Figura 12 Producéo de IL-4 em esplendcitos de camundongos BALB/c Wild-type (WT) e BALB/c deficientes para Interleucina-4 (1L-4-KO) com cisticercose subcutanea por Taenia
crassiceps. Os camundongos foram eutanasiados e os esplendcitos foram obtidos de cada animal de forma independente. Os niveis de IL-4 foram mensurados por ELISA sanduiche a
partir do sobrenadante de cultura apds 48h sem e com estimulagdo com Concanavalina A. Os dados representam média + desvio padrdo de um experimento com 5 animais/grupo.
CT: Grupo Controle. INF: Grupo Infectado. #Valor ndo detectado. Diferenca estatisticamente significante (p<0,05): (*) Controle versus Infectado.
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Figura 13 Producdo de IFNy em esplendcitos de camundongos BALB/c Wild-type (WT) e BALB/c deficientes para Interleucina-4 (IL-4-KO) com cisticercose subcutanea por
Taenia crassiceps. Os camundongos foram eutanasiados e 0s esplendcitos foram obtidos de cada animal de forma independente. Os niveis de IFNy foram mensurados por ELISA
sanduiche a partir do sobrenadante de cultura apés 48h sem e com estimulagdo com Concanavalina A (ConA). Os dados representam média + desvio padrdo de um experimento com
5 animais/grupo. CT: Grupo Controle. INF: Grupo Infectado. #Valor ndo detectado. Diferenca estatisticamente significante (p<0,05): (*) Controle versus Infectado, [A] WT versus
IL-4-KO.
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Figura 14 Producdo de IL-10 em esplendcitos de camundongos BALB/c Wild-type (WT) e BALB/c deficientes para Interleucina-4 (IL-4-KO) com cisticercose subcutanea por
Taenia crassiceps. Os camundongos foram eutanasiados e os esplendcitos foram obtidos de cada animal de forma independente. Os niveis de 1L-10 foram mensurados por ELISA
sanduiche a partir do sobrenadante de cultura apés 48h sem e com estimulagdo com Concanavalina A (ConA). Os dados representam média + desvio padrdo de um experimento com
5 animais/grupo. CT: Grupo Controle. INF: Grupo Infectado. #Valor ndo detectado. Diferenca estatisticamente significante (p<0,05): (*) Controle versus Infectado, [A] WT versus
IL-4-KO.
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Figura 15 Producdo de IL-13 em esplendcitos de camundongos BALB/c Wild-type (WT) e BALB/c deficientes para Interleucina-4 (IL-4-KO) com cisticercose subcutanea por
Taenia crassiceps. Os camundongos foram eutanasiados e os esplendcitos foram obtidos de cada animal de forma independente. Os niveis de 1L-13 foram mensurados por ELISA
sanduiche a partir do sobrenadante de cultura ap6s 48h sem e com estimulagdo com Concanavalina A (ConA). Os dados representam média + desvio padrdo de um experimento com
5 animais/grupo. CT: Grupo Controle. INF: Grupo Infectado. Diferenca estatisticamente significante (p<0,05): (*) Controle versus Infectado, [A] WT versus I1L-4-KO.
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6 DISCUSSAO

Este estudo utilizou como modelo experimental de cisticercose subcutanea a
infeccdo na regido dorsal com cisticercos de T. crassiceps em duas linhagens de
camundongos: BALB/c WT e BALB/c IL-4-KO. No decorrer da infec¢do, observou-se
a formacdo de uma vesicula em torno dos cisticercos, de tamanho correspondente a
multiplicacdo e ao desenvolvimento dos cisticercos no seu interior.

Com relagdo a area da vesicula, ndo houve diferenca significativa entre as
linhagens, porém, quando comparados os dias experimentais dentro da mesma
linhagem, houve diferenca estatisticamente significante para a linhagem WT (p=0,005),
entre 07 e 30 DAI, e 07 e 90 DAI. A resposta Thl, possivelmente aumentada nos
animais IL-4-KO pela atenuacdo da resposta Th2, ndo foi suficiente para conter a
multiplicacdo dos cisticercos nesses animais, mesmo encontrando cisticercos em
destruicdo aos 07 dias de infeccdo. Resposta Thl inicial com evolugdo para um fendtipo
misto Th1/Th2 com formacdo de granuloma e aumento da carga parasitaria ja foi
observada em infeccBes helminticas, incluindo cisticercose intraperitoneal e subcutanea
por T. crassiceps (RESTREPO et al. 2001; FREITAS et al. 2012; MOURA et al. 2013).

A presenga dos cisticercos induziu no local infectado a instalagédo de um
processo inflamatério do tipo granulomatoso, sem cura observada aos dias
experimentais, semelhante ao descrito para a linhagem C57BL/6 (FREITAS et al.
2012). Camundongos BALB/c sdo considerados geneticamente susceptiveis a infecc¢éo,
sendo utilizados para manuten¢do da cepa “in vivo” em laboratérios de pesquisa,
acredita-se que este fato justifique a auséncia de cura nos animais infectados do presente
estudo (SCIUTTO et al. 1995; WILLMS & ZURABIAN, 2010; FRAGOSO et al. 2008;
TERRAZAS 2008; FREITAS et al. 2012; PEON, ESPINOZA-JIMENES, TERRAZAS,
2013).

O granuloma observado neste estudo pode ser comparado a cisticercose por
T. solium em humanos, como Nigam & Sharma (2013) descreveram nédulo de
cisticercose subcutanea composto por um infiltrado de células inflamatérias incluindo
neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos e histiocitos, envolvidas em material fibrilar. De
forma semelhante, Gupta, Panchonia, Jain (2014) relataram lesdo cistica em mama
causada por cisticerco de T. solium. Esses dados refor¢cam a aplicabilidade deste modelo

experimental para o estudo da cisticercose.
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Na neurocisticercose, a inflamacdo granulomatosa formada em torno do
cisticerco caracteriza-se pela presenca de linfdcitos, plasmocitos, eosindfilos,
macrofagos e demais células inflamatorias, que destroem o parasito, e 0 nodulo
possivelmente é calcificado (DEL BRUTTO & SOTELO, 1988). Em amostras de
bidpsias de neurocisticercose por T. solium em seres humanos, Restrepo et al. (2001)
descreveram a formagdo de um granuloma maduro em torno do parasito, semelhante ao
descrito para o subcutaneo, com presenca de angiogénese, fibrose e infiltrado
inflamatdrio, composto principalmente por plasmacitos, linfocitos B e T, macrofagos, e
mastocitos. Com relagdo ao perfil de citocinas envolvido no desenvolvimento do
granuloma, todas as amostras tinham presenca simultdnea de citocinas Thl e Th2,
melhor identificadas em células mononucleares do infiltrado inflamatorio.

Os animais 1L-4-KO apresentaram inflamacdo aguda exsudativa purulenta
moderada aos 30 e acentuada aos 90 DAI a macroscopia, somadas a uma acentuada
intensidade de neutrdfilos a microscopia; diferente dos animais WT que apresentavam
essa alteracdo em menor intensidade. Aos 30 DAI, observou-se a presenca de fibrina,
tecido de granulacdo e hiperemia predominantemente nos animais IL-4-KO em relacéo
aos animais WT. Essas alteracdes sdo compativeis a um perfil inflamat6rio agudo mais
persistente, provavelmente resultante da atuagdo mais acentuada de outros perfis
celulares de resposta imune nos animais IL-4-KO. A IL-17 e a resposta Th17 tém
participacdo importante no recrutamento e ativacdo de neutrofilos, e possivelmente
podem estar atuando nesses animais (WEAVER et al. 2007).

Entre os aspectos microscépicos observados neste estudo, o edema foi
encontrado com maior intensidade na fase aguda da inflamacdo, e subsequente
diminuicdo aos 30, 60 e 90 DAI em ambas as linhagens. Sabe-se que 0s principais
eventos na fase aguda sdo a vasodilatacdo, o aumento da permeabilidade vascular, a
migracdo celular e a dor, ocorrendo como consequéncia da liberagdo de mediadores
quimicos tais como as cininas, polipeptideos gerados rapidamente a partir da leséo
tecidual (CHAMUSCA et al. 2012).

Em todos os dias experimentais nos animais IL-4-KO, os eosindfilos se
encontraram bem diminuidos em relagdo aos animais WT, e houve diferenca
estatisticamente significante aos 30 e 90 DAI entre as linhagens. Sabe-se que ha relagédo
de retroalimentacdo positiva entre a resposta imunoldgica Th2 e a presenga de

eosindfilos. AvaliacBes realizadas em modelos experimentais mostram que a auséncia
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de eosindfilos esta acompanhada por uma resposta Th2 atenuada (SPENCER &
WELLER, 2010), confirmando o observado no presente trabalho.

Macrofagos espumosos foram observados em ambas as linhagens, aos 60 e
90 DAL, entretanto cristais de colesterol foram encontrados apenas nos animais WT. Os
macrdéfagos podem acumular no seu interior colesterol e seus ésteres, e passam a ser
denominados xantomizados ou espumosos, pelo aspecto “espumoso” de seu citoplasma
devido a presenca de corpusculos lipidicos. Estes lipidios podem ser provenientes do
tegumento do parasito, visto que nesta fase ha presenca de cisticercos em destruicédo
tanto nos animais IL-4-KO quanto nos WT. Segundo Vinaud (2007), a maioria dos
helmintos é incapaz de sintetizar lipideos, e dependem da absorcdo destes por fontes
exogenas; 0s cestodeos apos a absorcdo, rapidamente incorporam esses lipideos a sua
membrana cistica e tegumento. Como descrito nesse estudo, o acimulo de corpusculos
lipidicos tem sido observado no citoplasma de células ativadas associadas a Vérias
condigdes inflamatdrias e infecciosas, in vivo e in vitro. Estudos demostram que 0s
corpusculos lipidicos sao organelas celulares ativas, relacionadas a diversas condicdes
inflamatdrias, e funcionam como sitios para a sintese e armazenamento de mediadores
inflamatorios (eicosantides) (MELO et al. 2011; MELO & DVORAK; 2012).

Assim como observado no presente estudo, sabe-se que camundongos
BALB/c infectados por T. crassiceps desenvolvem uma resposta imune mista Th1/Th2.
Quando a infeccdo progride para a fase crbnica, a presenca de citocinas Th2 resulta no
recrutamento de macrofagos alternativamente ativados, que controlam a resposta
inflamatoria exacerbada (MARTINEZ, HELMING, GORDON, 2009). Macrofagos
alternativamente ativados neutralizam citocinas pré-inflamatorias e mecanismos imunes
efetores, funcionando como reguladores inibitérios, modulando a resposta. Esses
macrofagos secretam componentes da matriz extracelular e estdo relacionados a fibrose
e reparacdo tecidual, e podem ter contribuido para diminuir a resposta inflamatdria
exacerbada nos animais de nosso estudo (KREIDER et al. 2007; MOSSER &
EDWARDS, 2008; GORDON & MARTINEZ, 2010).

Neste presente trabalho, animais WT em producdo espontanea de IFNy mais
elevada nos infectados com relacdo aos controles, aos 07, 30 e 60 DAI. Estudos de
Spolski et al. (2000), com infeccdo intraperitoneal por T. crassiceps em BALBI/c,
observaram que células produtoras de IFNy estdo presentes nos estagios mais precoces

da infeccéo, atuando na destruicdo do parasito de forma mais efetiva.
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As células de animais WT controle estimuladas com ConA produziram mais
IFNy que infectados (07, 30 e 90 DAI); diferentemente dos animais IL-4-KO que
qguando estimulados com ConA tiveram os niveis de IFNy semelhantes entre Controle e
Infectado. Com esses dados pode-se inferir que ha uma tendéncia dos animais IL-4-KO
a desenvolverem uma resposta Thl mais acentuada, com maior produgdo de IFNy,
provavelmente em virtude do comprometimento da resposta Th2. Freitas et al. (2012)
encontraram em camundongos C57BL/6, um perfil mais resistente a cisticercose
experimentalmente induzida no subcutaneo por T. crassiceps, onde esses animais
apresentaram maiores niveis de IFNy ao longo da infec¢do, o que corrobora com nosso
estudo, que utilizou animais BALB/c, considerados mais susceptiveis & doenga, e por
consequéncia com menores niveis de IFNy durante o curso da infecgao.

Os animais IL-4-KO do presente estudo provavelmente desenvolveram uma
resposta Thl e/ou outro perfil de resposta mais intenso pela deficiéncia de IL-4.. 1sso
pode ser atestado pelos niveis de IFNy encontrados nos animais IL-4-KO controle que
produziram IFNy de forma semelhante aos infectados quando estimulados com ConA.
Apesar disso, a produgdo de IFNy ndo foi suficiente para aumentar a resisténcia a
infeccdo ou diminuir a carga parasitaria. Em infeccdo intraperitoneal com cisticercos de
T. crassiceps em camundongos fémeas BALB/c, o parasito foi capaz de polarizar a
resposta imune do hospedeiro para um perfil do tipo Th2, por ativagcdo da via de
sinalizacdo STAT6, com consequente elevacdo de IL-4 e I1L-13, e uma diminuicdo na
producdo de IFN-y e os niveis séricos de IL-12 apds seis semanas de inoculagdo
(LOPEZ-NAVARRETE et al. 2011). Alonso-Trujillo et al. (2007) observaram que, em
infeccdo intraperitoneal com T. crassiceps, camundongos BALB/c WT desenvolveram
uma forte resposta Th2, com niveis elevados de IgE, 1gG1, IL-5, IL-4, e niveis discretos
de 6xido nitrico. Em contraste, BALB/c deficientes em STAT6 (STAT6-/-) modularam
uma forte resposta Thl, com niveis elevados de 19G2a, IFN-y, ¢ IL-17.

Com relacdo a concentragdo de IL-4 entre os animais WT, neste estudo
observou-se aumento de IL-4 no grupo infectado com relacdo ao controle (07, 30 e 60
DAI), nas culturas com estimulacdo com ConA. Logo, ha uma tendéncia & producéo de
IL-4 pelos animais WT infectados. Péon, Espinoza-Jimenes, Terrazas, (2013) relataram
que, na fase aguda, a infeccdo murina por T. crassiceps induz uma resposta Thl com
producao intensa de IFNy nas primeiras semanas, que € substituida por resposta Th2
predominante nos proximos meses, rica em IL-4/IL-13. Isso corrobora com os

resultados encontrados neste trabalho para a linhagem WT.
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Os animais WT apresentaram diferenca significativa na concentracao de IL-
10 nas amostras com estimula¢do com ConA, quando comparados controle vs infectado
aos 07, 30 e 90 DAI. Os animais IL-4-KO infectados quando estimulados com ConA
apresentaram maior concentracdo de IL-10 que WT aos 07 DAI. Em producédo
espontanea, animais IL-4-KO diminuiram sua producéo de IL-10 nos infectados com
relacdo aos controles aos 30 e 90 DAI. Esses dados sugerem que hé possivelmente uma
participacdo de IL-10 no curso da infecgdo. A IL-10, produzida principalmente por
células Th2, Treg, Th1, é um potente inibidor de apresentacdo antigénica e de producéo
de mediadores e citocinas pré-inflamatorias de macréfagos, DCs e células Thl. A IL-10
tem um papel regulador importante sobre a resposta inflamatoria do hospedeiro durante
a infeccdo; a inflamacdo é essencial no inicio, mas se ndo for controlada pode resultar
em complicacBes inflamatorias, doencas auto-imunes e até mesmo alguns tipos de
cancer. Dessa forma, a producdo de IL-10 pode contribuir para a sobrevivéncia do
patdgeno e estabelecimento de uma infeccdo persistente (TERRAZAS et al. 1998;
MOSSER & ZHANG, 2008; HEDRICH & BREAM, 2010; MARTINEZ & GORDON,
2014).

Quanto a quantificacdo de colédgeno presente nas vesiculas, ndo houve
diferenca estatisticamente significante no decorrer dos dias experimentais e nem entre
as duas linhagens. Acredita-se que outras citocinas do perfil Th2, como IL-13, estejam
modulando a resposta inflamatéria nos animais 1L-4-KO, uma vez que a fibrose e a
cicatrizacdo ndo estiveram comprometidas nesses animais. Sabe-se que IL-13 pode
contribuir para fibrose, e em nosso estudo animais IL-4-KO apresentaram produgéo
espontanea de IL-13 maior que os WT em animais infectados aos 30 DAI (ANTHONY
et al. 2007; BURKE et al. 2009).

Com a deficiéncia de IL-4, possivelmente outros perfis celulares sejam
induzidos para auxilio na resposta frente ao parasito nos animais IL-4-KO. As
helmintoses podem induzir a diferenciacdo de populagdes de células T reguladoras, e 0
aumento central e periférico de células Tregs tém sido observado em pacientes com
NCC grave. Essas células podem contribuir controlando a infecgdo, pelos seus
mecanismos de regulacdo do sistema imune, e a0 mesmo tempo promover um ambiente
permissivo para persisténcia da infeccdo (ADALID-PERALTA et al. 2013). Estudos
com o perfil Th9 e a IL-9 tém mostrado seu papel importante na eliminacdo de
parasitos, com intensa basofilia, aumento do nimero de mastdcitos e outros mecanismos
efetores durante a resposta (WANG, CAO, SHI, 2008; LICONA-LIMON et al. 2013).
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No presente estudo, camundongos BALB/c convencionais infectados
desenvolveram infec¢do crénica granulomatosa ao longo dos dias experimentais, com
presenca de infiltrado inflamatério macrofagico e linfoplasmocitario aos 90 DAL
Animais WT infectados com estimulacdo com ConA apresentaram tendéncia a
aumentar a concentragdo de IL-4, e diminuir os niveis de IFNy. Observou-se nesses
animais um padrao de resposta misto, com produgdo inicial aumentada de IFNy -
resposta Thl, que evoluiu para a cronicidade com uma resposta Th2 acentuada e
presenca de IL-10, modulando a resposta inflamatéria e favorecendo a instalacdo do
parasito.

Camundongos BALB/c 1L-4-KO infectados desenvolveram granuloma com
a presenca de infiltrado inflamat6io macrofagico, porém, ainda com caracteristicas de
inflamacéo aguda persistentes em decorréncia da presenca de polimorfonucleares aos 90
DAI. A linhagem IL-4-KO demonstrou um perfil de resposta Thl mais acentuado com
aumento da produgdao de IFNy, e co-expressdo de IL-10, que inibe a resposta Thl

acentuada e contribui para persisténcia da infec¢ao.
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7 CONCLUSOES

Observou-se, no sitio da infeccdo por cisticercos de T. crassiceps, 0
desenvolvimento de um granuloma nas duas linhagens de animais, caracterizado pela
presenca de infiltrado inflamatdério macrofagico e linfoplasmocitario nos animais
convencionais, acompanhado de aumento de IFNy inicialmente, evoluindo para resposta
Th2 predominante, o que favorece a instalacdo do parasito, pela imunomodulacdo; e
macrofégico e polimorfonuclear com sinais de inflamacéo aguda persistente, associado
ao aumento nos niveis de IFNy, e resposta Th1 mais acentuada nos animais deficientes
para IL-4 ao término dos dias experimentais. A presenca de IL-10 nas duas linhagens
provavelmente contribuiu para a inibicdo da resposta inflamatoria acentuada e
persisténcia da infeccéo.

A deficiéncia de IL-4 direcionou a inflamagdo para um maior potencial
microbicida, destruicdo do parasito ja nos primeiros dias de infeccdo, e reducdo
significativa de eosinofilos. Fibrose e reparacdo tecidual ndo estiveram comprometidas
durante os dias experimentais. A producdo de IL-13 aumentada em animais deficientes
para IL-4 aos 30 dias de infeccdo demonstra possivel participacdo desta citocina na

resposta Th2 frente a infeccdo.
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I - Finalidade do projeto (pesquisa/ensino)
Projeto de pesquisa
I1 - Identificacio:
Titulo do projeto:
Avaliagio da resposta inflamatdria local e sistémica em modelo experimental de cisticercose subcutinea
por Taenia crassiceps nas linhagens BALB/c sclvagem ¢ deficiente parat o gene de [1-4

Pesquisador Responsivel/ Unidade: Ruy de Souza Lino Janior- Instituto de Patologia Tropical ¢ Satde
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Q
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Sarah Buzaim Lima
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Izabela Maciel Saraiva

Unidade onde seri realizado: Instituto de Patologia Tropical e Sadade Pablica - IPSTP-UFG

O Data de apresentagio a0 CEUA: 27.11.12

I11 - Objetivos ¢ justificativa do projeto:

Objetivo geral:

Caracterizar a resposta imune (local ¢ sistémica) em camundongos BALB/c convencionais ¢ deficientes do
gene de IL-4, decorrente da infecgdo no subcutineo por cisticercos de Taenia cracisseps.

Objetivos Especificos:

Avaliar processos patologicos gerais presentes no subcutianeo infectado.

Avaliar as alteragdes na presenga das células mononucleares CD301+ ¢ F4/80+ do sistema imunoldgico, no
subcutineo de animais infectados, por meio de imunoistoguimica

Avaliar a concentraglo sérica das citocinas Interleucina-4 ¢ Interleucina-10. juntamente com o Interferon-

gama, que estdo associadas ao processo inflamatorio sistémico,

Justificativa
Com relagdo ao estudo da cisticercose. faz-se necessario identificar o perlil imune adeguado para
limitar o crescimento/desenvolvimento parasitirio, na tentativa tambeém de diminuir o dano tecidual ¢
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orgdnico ao hospedeiro. Este cstudo propde um modelo experimental no subcutineo, semelhante ao que
ocorre em seres humanos ¢ em animais: modelo que possibilita uma comparagiio com a cisticercose humana
causada por T.solinm, que ncomete predominantemente o subcutiineo,

IV - Suniirio do projeto:

O  Discussiio sobre a possibilidade de métodos alternativos:
O estudo "in vivo™ possibilita 0 acompanhamento do local infectado ¢ o desenvolvimento da resposta
inflamatéria ao longo do tempo, seja por métodos anatomopatolégicos. imunohistoquimicos, entre
outros que permitam expressar dados relevantes da evolugdio da doenga ¢ da resposta imune frente ao
parasita. Os autores afirmam ndio foram encontramos métodos alternativos para tal pesquisa.

O Descrigiio do animal utilizado (mimero, espécie, linhagem, sexo, peso, ete):

Seriio utilizados 120 camundongos machos isogénicos das linhagens BALB/c deficientes e ndo deficientes
do gene de IL-4 com 8 a 12 semanas de idade, pesando de 20 a 30 gramas, fornecidos e mantidos no
Biotério do IPTSP-UFG (termo de consentimento anexado ao processo).

O Descrigio das instalagdes utilizadas e nimero de animais/drea/qualidade do Ambiente (ar,
temperatura, umidade), Alimentagio/hidratagio:

Os animais serfio alojados em gaiolas (6 animais por gaiola) apropriadas para camundongos 20x30 ¢cm no
Biotério do IPTSP-UFG. Serd realizada uma adaptagio dos animais ao ambiente proposto, priorizando o
bem estar, de forma que as gaiolas ficardo proximas, uma de frente para a outra, com isso. diminuindo o
estresse cntre os animais. A luminosidade (fotoperiodo de 12 h) ¢ a temperatura sdo controladas, a
intensidade de ruido e a umidade relativa do ar serfio as do ambiente geral, Serdo colocudos 6 animais por
gaiola, recebendo dgua ad libitum e raglio comercial autoclavada para a espécie d vontade ¢ as trocas das
camas serdo realizadas duas vezes por semana,

O Utilizagiio de agente infeccioso/gravidade da infec¢dio a ser observada:
Os animais serdo infectados por via subcutdnea por 10 cisticercos em fase inicial de Taenia cracisseps,
mas os autores apresentam uma clara metodologia para amenizar o sofrimento provenicnie dos efeitos
da infecgdo, como descrito no topico a seguir.
0O Adequagiio da metodologia ¢ consideragdes sobre o sofrimento imposto aos animais:
Os animais submetidos ao indculo serdo acompanhados (dor e/ou sofrimento) por um Médico
Veterindrio e receberdo medicamento analgésico: Tramadol. nos sete primeiros dias apos a
inoculagdio. Apds esse periodo inicial a medicagdo serd suspensa, entretanto, caso os animais
apresentem sintomatologia que indique dor efou sofrimento serdio cutanasiados. Para observar a
frequéncia da dor serd utilizada a avaliagdo do comportamento desses animais na gaiola e no
momento da manipulagdo (RIVERA, 2002); como por exemplo: higiene pessoal. agressividade,
postura e respostas 20 manejo.
Para pungdo cardiaca que precederd a eutandsia, os animais serdio anestesiados intraperitonealmente
com 0,1g/mL da solugdo de Xilazina a 2% ¢ Cetamina a 10%.

0O Mcétodo de eutandsia:
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Os animais serdo eutanasiados por deslocamento cervical, conforme os métodos previstos pela
Resolugio CFMV n° 1000 de 11 de maio de 2012,
O Destino do animal:
Scgundos os autores, apds a cutandsia, esses animais serdo preservados em freezer a -200C,
descartados ¢ incinerados na Escola de Veterinaria da UFG.
IV — Comentirios do relator frente as orientacdes da SBCAL

O Estrutura do protocolo:
O protocolo contém todos os elementos necessdrios & sua andlise, O cronograma esti adequado ¢ o
orgamento esta detalhado, sendo que IPTSP/UFG ja possui todos os insumos ¢ equipamentos

necessirios.

O Anilise de sofrimento imposto, métodos alternativos ¢ bencficios:

A equipe ¢ experiente, multidisciplinar ¢ j& realizou pesquisas ligadas ao tema. Conta com
acompanhamento veterinirio ¢ apresenta um protocolo adequado para aliviar os possiveis sofrimentos
impostos pela infecgdo dos animais.,

O perfil da analise, como proposto nos objetivos demanda realmente o uso de animais em detrimento a
outras técnicas, como estudo “in vitro™.

Como beneficio, o estudo propde um modelo experimental no subcutineo, semelhante ao que ocorre em
seres humanos e em animais; modelo que possibilita uma comparagdo com a cisticercose humana causada
por T.solium, que acomete predominantemente o subcutineo,

O Anilise dos riscos aos pesquisadores/alunos:

O manuseio de camundongos infectados por Taenia crassiceps pode levar, de forma acidental, a infecgio
dos pesquisadores, tanto no momento de inoculagdo dos cisticercos, quanto no momento da eutanisia do
animal e retirada do material para andlise. Para munimizar o risco biologico. todos os pesquisadores

utilizardio equipamentos de protegdo individual (EPI).

O Necessidade do nimero de animais:
Serifio formados quatro grupos de camundongos, contendo 30 camundongos cada e para cada periodo de
estudo (7, 30, 60, 90 e 120 dias p6s-indculo) serdo utilizados grupos contendo seis animais cada permitindo

assim a realizagdo da andlise estatistica.

V - Parecer do CEUA:
De acordo com a documentagio apresentada a este comité consideramos o projeto APROVADO, smj deste

Comité.
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