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RESUMO

A Neurocisticercose (NCC) causada pelo cisticerco da Taenia solium ¢ a principal
infecg@o parasitaria cerebral que pode resultar em sintomas clinicos como crises convulsivas
e hidrocefalia. Além de consideraveis perdas econdmicas, sendo responsavel por mais de 50
mil mortes anuais. Os modelos experimentais tornaram-se 6timas ferramentas para o estudo
da cisticercose humana em diversos orgdos, incluindo sua foma mais grave a NCC. O
parasito mais utilizado nos modelos experimentais da cisticercose ¢ a Taenia crassiceps,
devido ao seu rapido ciclo de desenvolvimento e similaridade antigénica com 7. solium,
sendo o modelo intraperitoneal o mais difundido. A inoculago intracranial de cisticercos de
Mesocestoides corti, ¢ o modelo experimental mais utilizado no estudo da NCC. Os objetivos
deste trabalho foram apresentar um novo modelo experimental para o estudo da NCC
utilizando cisticercos de 7. crassiceps, inoculados intracranialmente em quatro linhagens
diferentes de camundongos (BALB/c, BALB/c KO-IL-4, C57BL/6 e C57BL/6 KO-IFNy),
bem como avaliar a resposta inflamatoria desses animais frente a neuroinfecgao, aos 7, 30, 60
e 90 dias apos a infeccdo (DAI). Os animais foram pesados, anestesiados com solugdo de
xilazina/cetamina, realizada a antissepsia e tricotomia local e em seguida realizado o orificio
de trepanagdo para a inoculag¢do dos cisticercos. O orificio era entdo fechado com massa
plastica estéril, suturada a incisdo e os animais eutanasiados de acordo com o dia
experimental com dose subletal de anestésico para a retirada do encéfalo. O novo modelo
apresentado mostrou-se util em reproduzir a doenca nos animais, resultando em lesdes e
alteracdes semelhantes as que ocorrem nos seres humanos, baixa perda de animais e sem
danos significantes nos controles, facilitando o estudo da doenga. Observou-se que os animais
BALB/c s3o menos resistentes a infec¢do, apresentando uma tendéncia maior a
ventriculomegalia, resposta inflamatoria com predominio de células da fase aguda e
destrui¢do tardia dos cisticercos, em relagdo aos animais C57BL/6. Estes, mostraram uma
inflamag¢@o com uma tendéncia ao predominio de células mononucleares e maior eficiéncia
na destruicdo dos parasitos. Comparando a resposta inflamatdéria nos animais BALB/c
convencionais ¢ KO-IL-4, ficou evidenciado que a auséncia da IL-4 induziu maior
parasitismo, favorecendo a sobrevida dos cisticercos, menor intensidade na resposta
inflamatoria, ventriculomegalia e perivasculite. Ambas as linhagens destruiram os cisticercos
no final da fase tardia da inflamagdo. Na comparacdo da resposta inflamatoria dos
camundongos C57BL/6 convencionais ¢ KO-IFNy, a presenca do IFNy induziu maior
ventriculomegalia, cronificagdo da inflamagdo, microgliose e destruigdo precoce dos
cisticercos. Na auséncia do IFNy, a resposta inflamatoria apresentou menor intensidade e
destruigdo tardia dos cisticercos.

Palavras chave: Taenia crassiceps, neurocisticercose, resposta inflamatoria.
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ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is caused by Taenia solium cysticercus and is the main
cerebral infection caused by a parasite which can produce seizures and hydrocephaly. Besides
the considerable economic losses it is also responsible for over than 50 thousand annual
deaths. The use of experimental models has become a good method to the study of human
cysticercosis in several organs including the central nervous system. The most used parasite
is T. crassiceps cysticerci due to its rapid cycle of development and the antigenic similarity to
T. solium and its intraperitoneal model is the most diffused. The inoculation of Mesocestoides
corti cysticerci is the most common model of NCC used. Objectives: present a new
experimental model to NCC studies by using 7. crassiceps cysticerci inoculated into four
different mice lineages (BALB/c, BALB/c KO-IL-4, C57BL/6 ¢ C57BL/6 KO-IFNy) and
evaluate the inflammatory response of these animals to the infection during 7, 30, 60 and 90
days after the infection (DAI). This new model showed itself useful into reproducing the
disease in animals resulting into lesions and alterations similar to the ones found in humans
and without significant damages in the control groups, which enables the study. We observed
that BALB/c mice are the less resistant to the infection, presenting greater ventriculomegaly,
inflammatory response with the prevalence of acute phase cells and late destruction of the
cysticerci when compared to C57BL/6 mice. The latter showed inflammation with prevalence
of mononuclear cells and greater efficiency in the destruction of the parasites. When
comparing the inflammatory response of conventional BALB/c mice to KO-IL-4 ones it was
possible to observe that the absence of IL-4 induces greater parasitism which favors the
cysticerci survival, less intensity of the inflammatory response, ventriculomegaly and
perivasculitis. Both lineages destroyed the cysticerci at the end of the late phase of the
inflammation process. When comparing the inflammatory response of conventional C57BL/6
mice to KO-IFNy ones, the presence of IFNy induced greater ventriculomegaly,
chronification of the inflammation, microgliosis and precocious destruction of the cysticerci.
In the absence of IFNy the inflammatory response showed less intensity and late destruction

of the cysticerci.

Key words: Taenia crassiceps, neurocysticercosis, inflammatory response.
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1. INTRODUCAO

A cisticercose ¢ uma morbidade conhecida desde a antigiiidade, entretanto, o ciclo
bioldgico dessa helmintose ficou incerto até a segunda metade do século XIX, quando
pesquisadores alemies demonstraram que a forma larvaria de Taenia solium era responsavel
pelo desenvolvimento da doenca em animais ¢ humanos (Nieto 1982). Acreditava-se que a
fase larvaria de Taenia solium era uma espécie distinta ¢ por isso recebeu o nome Cysticercus
cellulosae por Rudolphi em 1809. O nome Cysticercus proposto por Linnaeus ¢ derivado de
palavras gregas kustis (cisto, vesicula) e kercos (cauda). O termo cellulosae foi proposto por
Rudolphi em 1809, baseado na freqiiente localizagdo do cisticerco na regido subcutanea
(Nieto 1982; Pitella et al. 1997).

A doenga foi descrita pela primeira vez em suinos pelo pensador grego Aristoteles. A
partir de entdo, gerou-se um conceito equivocado que considerava o porco como transmissor
da morbidade, o que serviu de base para o repudio ao consumo de carne suina por grande
parte dos povos antigos. Exemplo deste fato pode ser constatado em 300 a.C., época em que
primeiros escritos judeus ja proibiam o consumo desse tipo de carne, sob pena de prisdo. Na
era da medicina moderna, o primeiro caso de cisticercose humana foi descrito no século XVI,
sem que se conhecessem o agente etioldgico ou o ciclo bioldgico da doenca. Fato esclarecido
pela descricdo realizada em meados do século XIX (Nieto 1982).

Assim, durante quase dois milénios, desde a descricdo da doenga por Aristoteles, a
cisticercose assombrou a humanidade, posteriormente, pdde-se entender melhor o ciclo da
doenca, indicando que a cisticercose ¢ transmitida pelo homem e nfo pelos animais
infectados, como se pensava. Contudo, a influéncia social e cultural desse mal entendido, que
perdura por séculos, ainda permeia a sociedade, principalmente nos paises subdesenvolvidos
ou em vias de desenvolvimento, onde o baixo acesso a informagfo, além de contribuir para a
perpetuagdo deste conceito, contribui para a disseminag@o da cisticercose. A proliferacio de
doengas de importancia em saiude publica esta, geralmente, associada as mas condigdes
socioeconOmicas dos paises em desenvolvimento (Agapejev et al., 2007; Terrazas 2010).
Machado et al. (1988), descreveram que a cisticercose humana apresentava uma distribuicio
mundial, sendo encontrada em todos os continentes, inclusive na América Latina.
Constatando que a endemicidade da enfermidade esta, nitidamente, associada a falhas no
saneamento basico e fiscaliza¢fo sanitaria, habitos de consumo de carne crua ou mal cozida,
falta de agua potavel, desconhecimento da populacdo sobre a doenga, contaminagdo do meio
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ambiente, irrigagdo de hortalicas com agua contaminada e venda de carne com cisticerco

(Flisser 1991; Agapejev et al., 2007; Flisser 2010).



1.1 O complexo Teniase/Cisticercose

O complexo teniase-cisticercose (T/C) engloba duas morbidades distintas, com
sintomatologia e epidemiologia totalmente diferentes. A teniase e a cisticercose
respectivamente sdo afecgdes produzidas pelas fases adultas e larvarias dos helmintos da
familia Taenidae. As duas principais espécies que afetam os seres humanos sdo Taenia
solium e Taenia saginata, que necessitam de hospedeiros intermedidrios para completarem
seus ciclos de vida. O homem ¢é o hospedeiro definitivo para o estdgio adulto de ambas as
espécies de Taenia, enquanto que suinos e bovinos sdo os hospedeiros intermediarios para os
estagios larvarios desse parasito (Del Brutto & Sotelo 1988; Flisser 1991). Essas duas
doengas sdo importrantes zoonoses que ndo possuem programas publicos de satde
especificos (Agapejev 2003). Os mecanismos de infec¢do pelos quais o homem pode adquirir
a cisticercose sdo: 1) Auto-infecgdo interna que ocorre quando o portador de ténia vomita
através dos movimentos retroperistalticos do intestino, assim os ovos sofrem a acdo do suco
gastrico e ocorre a ativagdo dos embrides, que penetram pela mucosa intestinal, atingindo os
vasos sanguineos ¢ se alojando em diversos locais do organismo, como o sistema nervoso
central (SNC), coragdo e musculos; 2) Auto-infec¢do externa, por contaminagio fecal-oral de
maos e alimentos com ovos provenientes de sua propria Taenia e 3) Hetero-infeccdo, a
maneira mais comum, na qual o homem ingere agua, hortalicas e/ou frutos contaminados

com ovos (Figura 1) (Pessoa & Martins 1982).



Figura 1: Ciclo bioldgico da Taenia solium e Taenia saginata. Fonte: www.dpd.cdc.gov
Inicialmente tém-se ovos e proglotes gravidas nas fezes que passam para o ambiente (1),
bovinos (7. saginata) e suinos (7. solium) infectam-se inicialmente pela ingestdo de
vegetacdo contaminada por ovos ou proglotes gravidas (2), as oncosferas penetram na parede
intestinal, caindo na circula¢do sanguinea e linfatica e fixando-se nos musculos (3), humanos
infectam-se pela ingestio de carne crua ou mal passada (4), escolex se fixam no intestino (5),
vermes adultos no intestino delgado (6). Estadio infectante (d) e estddio infectante (i)

(Adaptado de CDC, 2011).



1.2 Cisticercose

A cisticercose ¢ a afec¢o com maior gravidade para o ser humano, cujas manifestagdes
clinicas ndo dependem somente da localizagdo, como também do nimero de parasitos,
estddio de desenvolvimento do cisticerco e das caracteristicas organicas do hospedeiro. As
manifestacdes clinicas de maior importancia ocorrem quando o parasito se aloja no SNC
causando a neurocisticercose (NCC) que se destaca por sua extensa diversidade clinica e pela
gravidade dos sintomas (Pitella 1997). O homem neste caso ¢ considerado hospedeiro
intermedidrio, sendo infectado somente pela forma larvaria (Cysticercus cellulosae) de
Taenia solium. (Del Brutto & Sotelo 1988; Flisser 1991). Ao atingir os tecidos através da
circulagdo sangiiinea e linfatica o cisticerco desenvolve-se em aproximadamente dois meses,
mais freqiientemente, no SNC (Del Brutto & Sotelo 1988), musculo esquelético, olhos, pele e

coracdo (Lino-Jr et al., 2002; Flisser 1991).



1.3 Epidemiologia da Neurocisticercose

A Neurocisticercose (NCC) ¢ a forma mais freqiiente da cisticercose, uma doenca
considerada como um marcador bioldégico do desenvolvimento social e econdmico de uma
comunidade (Prasad et al., 2008). Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), a NCC
¢ responsavel por 50.000 o6bitos anuais em paises subdesenvolvidos e em vias de
desenvolvimento, principalmente da Asia, Africa e América Latina (WHO 2010).

A NCC ¢ identificada como a principal causa de epilepsia ativa em 26,3% dos 53,8%
dos pacientes em clinicas neurologicas de paises em desenvolvimento, incluindo a América
Latina (Del Brutto et al. 2005). A afeccdo ¢ responsavel por até 2% das admissdes
neuroldgicas e neurocirtrgicas no Sul da Califérnia e mais de 100 casos anuais nos Estados
Unidos (Prasad et al. 2008). Schenone et al.(1982) relataram a existéncia da NCC em 18
paises da América Latina, com uma estimativa de 350 mil pacientes.

A freqii€ncia desta enfermidade no Brasil, em autopsias, varia de 0,12 a 9%, na clinica
de 0,03 a 13,5%, e nos estudos soroepidemiologicos de 0,68 a 6,2%. As areas endémicas
estdo compreendidas nos estados da regido central do Brasil além de Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Parana, Minas Gerais e Espirito Santo. O género masculino ¢ o mais atingido ¢ a
procedéncia ¢ em maior parte oriundos da zona rural. O quadro clinico preponderante é a
epilepsia seguida de cefaléia e hipertensdo intracraniana (Agapejev 2003). Em estudo com
pacientes internados no Hospital das Clinicas de Sao Paulo, capital, Machado et al. (1988),
observaram incidéncia de 0,2% de cisticercose, tanto no periodo de 1969 a 1978, quanto entre
1979 e 1985.

A maioria dos individuos infectados esta na faixa etaria entre 20 e 50 anos de idade, o
impacto socioecondmico da NCC ¢ variado, com sofrimento individual e da sociedade. Em
termos numéricos, a cisticercose acarreta perdas anuais superiores a 3 ou 4 bilhdes de ddlares
em atendimentos médicos e intervengdes cirurgicas, além de, medidas de controle e prejuizos
na produgdo animal (Hoberg 2002). A gravidade da doenga pode ser ajuizada pela sua

letalidade que varia de 16,4% a 25,9% (Takayanagui & Leite, 2001).



14 Fisiopatologia da Neurocisticercose

Em decorréncia da grande variabilidade dos aspectos anatomopatologicos que a NCC
pode assumir, é possivel agrupar algumas formas anatomoclinicas basicas que refletem a
forma do cisticerco presente, o estado de viabilidade da larva, sua localizagdo e nimero, além
do grau de reatividade imunolégica do hospedeiro. As conseqiiéncias sobre o SNC e seus
envoltérios dependem da combinagdo desses elementos, resultando em processos
inflamatdrios, compressivos e obstrutivos, que podem associar-se ou ndo entre si. Os
processos obstrutivos originam-se do bloqueio da circulagdo liquérica por cisticercos
localizados nos ventriculos ou no espago subaracnoideo. Mais freqiientemente, entretanto, a
obstrugdo ¢ induzida pelo desenvolvimento de granulagdes subependimarias, nos casos de
NCC ventricular, e por leptomeningite cronica fibrosante, nos casos de NCC subaracndidea.
Em alguns casos pode-se observar mais de uma forma anatomoclinica ocorrendo a0 mesmo
tempo, recebendo o nome de forma combinada, dificultando ainda mais o diagnostico e
tratamento nesses casos (Flisser 1982).

A variabilidade da doenga resulta em varias classificacdes baseadas em caracteristicas
anatomicas (parenquimal, subaracndidea, intraventricular e espinhal ou medular); em
sintomas clinicos (distirbios mentais, sindromes localizadas, aumento da pressao intracranial
¢ sindrome da pressdo medular); pela atividade da doenga avaliada por tomografia
computadorizada e andlise do liquor (formas ativa e inativa) e ainda de acordo com o seu
prognostico (formas benignas ou malignas) (Pittella 1997, Agapejev 2003).

No caso da NCC humana ao analisar o parasito, do ponto de vista morfoldgico, a
interagdo parasito-hospedeiro ¢é classificada em quatro etapas de desenvolvimento que sdo:
vesicular, vesicular coloidal, granular nodular e nodular calcificada. O cisticerco ¢
considerado vidavel quando estd na etapa vesicular (EV), isto é, com uma membrana
transparente contendo liquido e a larva invaginada em seu interior, sendo que ha areas de
tegumento do parasita histologicamente intactas, e outras areas com infiltrado inflamatério no
hospedeiro e discreta gliose. Nessa primeira etapa, a resposta imune pode variar de tolerancia
até intensa resposta inflamatoria. A proxima etapa ¢ a vesicular coloidal (EVC), que se
caracteriza por necrose da larva e a vesicula aparece mais espessa ¢ com liquido turvo ou
fracamente gelatinoso e esbranquigado. O escolex apresenta sinais de degeneracdo hialina.
No tegumento do parasito observam-se alteragdes, tais como, infiltrado inflamatério com
linfécitos, neutréfilos, mondcitos e células gigantes do tipo corpo estranho, além de
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fibroblastos e fibras colagenas. No tecido do hospedeiro, as arteriolas vizinhas ao parasito
apresentam endarterite e necrose fibrindide na tiinica média, encontrando-se, eventualmente,
oclusdo completa da luz vascular por prolifera¢do endarterial ou trombo. A terceira etapa é a
granular nodular (EGN), na qual a vesicula tende a reduzir seu tamanho, tornando seu
contetido semi-sélido. Nessa etapa, visualizam-se restos do parasito, o escolex € transformado
em um granulo mineralizado e o infiltrado inflamatério ¢ composto por células
mononucleares. Na etapa final ou etapa nodular calcificada (ENC), os constituintes do
parasita ndo s3o identificados, resultando em um nodulo so6lido, mineralizado, rodeado
totalmente por tecido conjuntivo denso ndo modelado (Pittella 1997; Lino-Jr et al., 2002).

Analisando microscopicamente as lesdes causadas pela cisticercose no SNC, observa-
se uma variagdo das lesdes de acordo com a viabilidade dos parasitos. Quando viaveis,
praticamente ndo induzem reacdo inflamatéria apresentando alguns fibroblastos ou
condensacdo do tecido nervoso central com discreta gliose. Por outro lado, quando o parasito
morre, observam-se varias caracteristicas da reacdo inflamatdria: t€ém-se um infiltrado
pleomorfico com neutrdfilos, linfocitos, células plasmaticas, histiocitos e células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho, além de fibroblastos e fibras colagenas em graus
variaveis, de acordo com a gravidade da inflamacdo e o tempo de morte do parasito. O
exsudato inflamatorio apresenta maior intensidade na regido em que se encontram os restos
do parasito morto, a confluéncia da reago inflamatoria e fibrose ocorrem principalmente nas
areas de meningite basal cronica. Pode-se encontrar gliose ¢ um amolecimento das lesdes
parenquimatosas cerebrais, variaveis segundo o estidio e a viabilidade dos parasitos
(Méarquez-Monter 1972; Pittella 1997).

Os diferentes tipos de lesdes em qualquer parte do corpo humano produzidas pela
infec¢do por cisticercose dependem fundamentalmente do tempo transcorrido apds a
infeccéo, a qual esta principalmente relacionada com a viabilidade do parasito, com a carga
parasitaria, com a localizagdo e finalmente o estadio do cisticerco, assim como a
possibilidade de uma reagdo imune-inflamatéria quando se destréi o mesmo (Marquez-
Monter 1972; White Jr 2000).

Ao penetrar por via hematogénica o embrido hexacanto pode alojar-se nos tecidos ou
cavidade do SNC, recebendo o nome de neurocisticerco. Analisando macroscopicamente
encéfalos infectados com cisticercos, distingue-se quatro formas principais de NCC: 1) forma

meningea; 2) forma ventricular; 3)forma parenquimatosa e 4) formas mistas (Garg et al.,



2008). De acordo com Del Brutto e Sotelo (1988), as formas meningeas e ventriculares sdo as
predominantes.

No SNC os cisticercos podem ser encontrados nas fossas anteriores, média ou
posterior, dentro ¢ fora do parénquima, podendo também, em raras situag¢des, serem
localizados no canal raquidiano. Na fase inicial de todas as formas de infestagdo, os parasitos
sdo pequenos e soélidos; entretanto, rapidamente se desenvolvem para a forma cistica.
Aproximadamente metade dos casos que se examinam nas autopsias mostram um ou dois
cisticercos, os quais, dependendo de sua localizagdo, poderdo ou ndo ter cursado com
sintomas (Marquez-Monter 1972).

As infestagdes multiplas habitualmente comprometem o sistema circulatério do
liquido cefalorraquidiano (LCR); por outro lado, somente um cisticerco do tipo racemoso
fixado no quarto ventriculo, pode produzir sintomas de hipertensdo intracranial. A duramater
habitualmente ndo é afetada e apresenta-se intacta; as meninges pia-aracnoides, geralmente
encontram-se espessadas em sua base quando os cistos se rompem ¢ produzem uma reacio
inflamatdria, que se manifesta por um exsudato espesso, leitoso ou amarelado. Esta lesdo tem
sido considerada como meningite basal cisticercosa (Marquez-Monter 1972; Pittella 1997).

Ao exame macroscépico do cérebro, podem-se encontrar cisticercos na convexidade
ou na base, em sec¢des coronais no parénquima e nos ventriculos. Habitualmente os
cisticercos da convexidade se encontram incrustados no cortex cerebral e parcialmente oculto
nas circunvolugdes, raras vezes livres. As vesiculas parenquimatosas sdo encontradas mais
comumente na substincia cinzenta que na substincia branca, o que pode-se explicar com base
na circulagdo cerebral. Os diferentes graus de maturagdo do parasito podem ser vistos,
quando se observam as formas imaturas que alcangam de 2 a 3 cm de didmetro junto com os
cistos, alguns dos quais chegam a alcancar mais de 10cm de didmetro. Uma explicagdo para a
variabilidade dos cistos poderia ser devido as diferentes capacidades de matura¢do do
parasito ou as propriedades nutricionais do lugar no qual se implantam podem influir na
variagdo da forma dos mesmos (Marquez-Monter 1972; Flisser et al. 1982).

O espessamento inflamatério das meninges (meningite) produzem uma aracnoidite
aderente o que habitualmente bloqueia a circulagdo do liquor no espago subaracndideo,
resultando em um tipo de hidrocefalia comunicante. Também ocorrem em casos que 0
cisticerco pode alojar-se no aqueduto de Silvius ou no quarto ventriculo, produzindo um tipo
de hidrocefalia ndo comunicante. O grau de dilatagdo ventricular depende principalmente da
gravidade e durac@o da obstrucdo (Agapejev et al. 2007). As formas meningeas apresentam
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reacdo inflamatoria e fibrose quando os parasitos viaveis se alojam nas leptomeninges da
convexidade ou na base do cérebro. Quando ocorre a morte, existe consideravel inflamagao
manifestada essencialmente por neutrofilos, com posterior aparecimento de células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho ao redor da membrana do parasito e raras vezes
encontram-se eosinofilos no infiltrado inflamatério (Pittella 1997). Numerosas arteriolas na
regido proxima ao parasito apresentam endarterite caracteristica ¢ em outras ocasides
observa-se necrose fibrindide na tunica média. Nos casos de oclusdo completa da luz vascular
por proliferagao endoarterial ou obstrugdo produzida por trombos, o parasito necrosado ou
seus restos podem ser identificados no exsudato inflamatério e habitualmente estdo rodeados
por células gigantes multinucleadas. O exsudato inflamatorio pode estender-se ao cortex
subjacente no qual encontram-se o infiltrado linfocitico perivascular e modificagdes nos
neurénios e células gliais. Esta forma representa a variedade meningoencefalica da
cisticercose. Quando existe um extenso exsudato inflamatério na base do cérebro em
conjunto com o aspecto macroscopico, as modificagdes sdo caracteristicas de meningite
cisticercosa. Nesta condi¢do, além da reacdo do tipo inflamatdria descrita, pode-se observar
fibrose, granulomas de corpo estranho e reagdo inflamatoria discreta constituida por linfécitos
(Marquez-Monter 1972; Garg et al., 2008).

Em algumas ocasides os cistos aderem-se entre si formando conglomerados ou uma
grande vesicula lobulada de paredes delgadas, transliucidas e sem escolex em seu interior,
recebendo o nome de cisticerco racemoso. A forma racemosa é observada com maior
freqliéncia associada com a meningite cisticercoide. Possivelmente resultado de episddios
irritativos recorrentes nas meninges em reagdo ao parasito, ocasionando uma meningite
proliferativa e por razdes puramente fisicas, devido ao constante movimento do LCR,
principalmente nos ventriculos laterais, o cisticerco aderido nessa regido se estende na
dire¢éo do fluxo do liquor. A possibilidade de que este tipo de cisticerco perca suas estruturas
parasitarias internas e adquira seu aspecto macroscopico tipico, dando origem a uma
variedade racemosa, parece ser devido a sua localiza¢do. Corroborando com esta afirmagéo,
tem-se que praticamente todos os cisticercos que se encontram nas cavidades ventriculares ou
espagos subaracndideos (Marquez-Monter 1972; Pittella 1997). As vesiculas grandes podem
produzir um quadro de lesdo do tipo ocupativo, com expansdo do SNC circundante no
cérebro, cerebelo ou raras vezes na medula espinhal.

Quando existem poucos cisticercos no parénquima, com freqiiéncia os parasitos

morrem e calcificam (Del Brutto et al. 2001). A forma mais comum da enfermidade é
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observada principalmente em criangas. Nelas o quadro macroscopico descreve a presenga de
numerosos orificios, que representam uma invasdo maci¢a de parasitos pequenos que nio
conseguem chegar a um estado adulto de desenvolvimento (Marquez-Monter 1972).

Na forma parenquimatosa, a presenca das formas imaturas no parénquima cerebral,
talo, cerebelo e medula, produzem infiltragdo por linfécitos, com ou sem gliose e compressao
do tecido nervoso. Por outro lado, os parasitos mortos produzem uma reagdo inflamatdria
similar a que se descreve na forma meningea, embora raras vezes cheguem a ser confluentes
ou produzirem uma liquefagdo do tecido cerebral. Os parasitos calcificados freqiientemente
estdo rodeados por uma fina camada de tecido fibroso e gliose. Sua presenca em uma zona
ativa do cérebro pode originar sinais de focalizagdo assim como convulsdes e outras
manifesta¢des clinicas; por outro lado, podem permanecer silenciosos sem produzir sintomas
(Del Brutto et al. 2001; Marquez-Monter 1972; White Jr 2000).

Na forma ventricular os parasitos podem ser simples ou multiplos, imaturos ou
adultos, livres no LCR ou aderidos na camada ependimal dos ventriculos. Ao se aderirem o0s
cisticercos adquirem uma forma pendiculada, muitas vezes atuando como uma valvula
tamponando os ductos dos ventriculos. A ependimitis granularis consiste em uma reacio
inespecifica com proliferacdo celular na superficie dos ventriculos, que recebe o nome de
ependimite (Agapejev et al. 2007). Raras vezes os parasitos produzem uma reagao
inflamatoria grave, embora possamos encontrar ependimite. Essas granulagdes distribuem-se
regularmente formando areas com a aparéncia de pequenas gotas de agua, cada granulacio
apresenta-se bem limitada e translicida, nas quais observam-se na superficie ependimaria
areas bem conservadas e areas granulares com interrupg¢do do epitélio cuboidal do epéndima
com discreta proliferacdo vascular, edema, infiltragdo linfocitaria e gliose do tecido nervoso
subjacente (Agapejev et al. 2007). Nos pontos de inser¢cdo dos cisticercos no sistema
ventricular pode-se observar infiltrado inflamatério constituido de linfocitos e um grau
variavel de gliose com ruptura da cobertura ependimaria. O hospedeiro forma uma capsula
reativa fibrosa externa ao cisto, o qual € composto por fibras colagenas e com distribui¢do
irregular, células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho, assim como focos de
linfécitos, neutrdfilos e histidcitos (Marquez-Monter 1972).

Na complicagdo intraventricular cerebral da NCC, a hidrocefalia, observa-se uma
meningite basal cisticercosa produzida por um mecanismo similar ao que se observa na
meningite tuberculosa com o bloqueio da absor¢do do liquor na regido do espago
subaracnoideo que é realizada pelas vilosidades aracnoideas presentes nos sinos venosos,
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produzindo um tipo de hidrocefalia comunicante. Ndo ¢ rara a localizagdo de um cisticerco
no sistema ventricular que atue como uma valvula, produzindo uma obstrug¢do do aqueduto de
Silvio ou do quarto ventriculo; esta tlltima complicag@o habitualmente é produzida pela forma
racemosa do parasito. A forma mais freqiiente de hidrocefalia é a que se observa associada
com a meningite basal cisticercosa. A hidrocefalia cronica tratada cirurgicamente, com
freqliéncia se complica com meningite purulenta e ependimite. Pode ainda ocorrer
crescimento assimétrico dos ventriculos, quando existe pressdo interna nos mesmos,

produzida pela presenca dos parasitos (Marquez-Monter 1972; Gasparetto et al. 2008).
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1.5 Resposta imune da Neurocisticercose Humana

Em muitas doengas infecciosas ocorre um aumento evidente da resposta imune
inflamatéria do hospedeiro direcionada ao patdégeno podendo resultar em beneficios ou
prejuizos ao tecido adjacente do hospedeiro. A resposta imune inflamatoéria pode ser ambigua
em termos de mecanismos fisioldgicos, nos quais a destruicdo do parasito, muitas vezes,
implica em lesdo tecidual do hospedeiro provocando inflamagao, necrose ¢ fibrose. Este pode
ser o caso da NCC, onde a resposta imune pode levar a destruicdo do cisticerco, além de
promover lesdes inflamatdrias nos tecidos proximos quando efetores imunes se ligam aos
antigenos do parasito. Embora, uma forte resposta imune no hospedeiro possa proteger de
muitas formas graves de infec¢do, em outras, elas podem resultar em reagdes inflamatorias
cerebrais com conseqii€ncias clinicas graves (Del Brutto et al., 2001; Sciutto et al., 2007).

A identificagdo dos principais cenarios organicos onde agdes ¢ mecanismos da
resposta imune interagem com o parasito para induzir prote¢ao e/ou lesdo, podem servir para
desenvolver estratégias eficientes e seguras para a prevencdo e tratamento da NCC (Sciutto et
al., 2007).

Quando um patégeno entra em um organismo imunocompetente, a reposta
imunolégica inata e adaptativa é desencadeada pelo hospedeiro, podendo culminar na
destruicdo do patogeno e/ou de tecidos do hospedeiro. O SNC possui um conjunto de
mecanismos que trabalham para manter sua condi¢do imunoprivilegiada sob circunstincias
normais, porém, podem desenvolver resposta inflamatoria durante infeccdes e lesdes.
Durante infecg¢des, varios mecanismos agem juntos induzindo a produgfo de mediadores
inflamatorios como quimiocinas, moléculas de adesdo e citocinas (Chavarria et al. 2003), que
culminam na infiltragdo de leucécitos e o desenvolvimento de resposta imune adaptativa
patogeno especifica (Ransohoff et al. 2003). Um dos principais mecanismos envolvidos neste
processo ocorre pelo reconhecimento direto dos microrganismos pelas células do tecido
nervoso, como as microglias, com subsequente geracdo de condigdes inflamatorias
importantes na iniciagdo da resposta imune no SNC (Alvarez et al. 2010). Estudo recente
demonstrou que o sistema imune inato do hospedeiro possui um importante papel no
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) que constituem
uma familia de moléculas microbianas (Kumar et al. 2009). Os PAMPs por sua vez, sdo
reconhecidos pela familia dos receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) expressos pelas
células do hospedeiro como os receptores semelhantes ao 7o/l (TLRs) e NOD (NLRs) (Akira
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et al. 2006). No caso dos TLRs, eles detectam PAMPs de uma ampla gama de patdgenos
como bactérias, virus, fungos e protozoarios. Uma vez que os PAMPs foram reconhecidos
pelos TLRs, a ativagdo desses receptores induz a produgio e libera¢do de dxido nitrico (NO)
que podem matar diretamente os patogenos, além de induzir a producdo de mediadores
proinflamatérios que levam ao recrutamento de células imunoldgicas e instalagio de uma
resposta imune adaptativa (Alvarez et al. 2010). Treze TLRs ja foram identificados em
mamiferos (Beutler et al. 2004), sendo que alguns foram encontrados expressos em células do
SNC e leucocitos infiltrados em modelos experimentais (Alvarez et al. 2010).

A eficacia protetora ou patogénica da resposta imune inata depende muito da geracdo
de uma inflamagéo ndo-especifica local ao redor do parasito, enquanto que a resposta imune
adaptativa apdia-se em uma proliferacdo clonal seletiva de células linfoides e da posterior
diferenciacdo para células efetoras do tipo Thl, Th2 e outros tipos, além de células
reguladoras, com subseqiiente produgdo de varias citocinas e ativagdo de células plasmaticas
resultando na produgéo de anticorpos especificos (White Jr et al. 2000; Sciutto et al. 2007).

Na NCC humana, a grande diversidade das formas clinicas sugere que a origem dessa
multiplicidade envolva a complexa participagdo de diversos fatores do sistema imunologico
(Flisser et al. 1991; Sciutto et al. 2007).

Os tipos celulares associados com a inflamag¢do no SNC sdo todas as células
envolvidas com a resposta inflamatéria como linfocitos T e B, células reguladoras,
plasmdcitos, macréfagos, células epitelidides, neutrdfilos, eosinofilos e mastocitos. Em
relagdio as citocinas, observa-se a presenga de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, IL-6 e IL-
18), citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-13), citocinas antiinflamatérias (IL-10 e TGF-B). Pode-
se observar também um aumento na expressdo de moléculas associadas com a apresentagio
de antigenos e moléculas de adesdo (Rodriguez-Sosa et al. 2004; Sciutto et al. 2007)

Estudos com amostras de liquor em pacientes com NCC sintomatica, detectaram
niveis aumentados de citocinas inflamatérias (Chavarria et al. 2005), junto com as citocinas
pro-inflamatdrias como a IL-1B e TNFa, nos casos onde os cisticercos localizavam-se no
espago subaracndideo. Também foram detectados altos niveis de IL-10, uma citocina
imunodepressora produzida inicialmente por células Thl e por T reguladoras (Treg) que
possivelmente participam na regulagdo da inflamagdo na NCC, minimizando os danos ao
tecido do hospedeiro (Chavarria et al. 2005; Belkaid 2007).

As lesdes no SNC, como nos acidentes vasculares cerebrais (AVCs), induzem uma
imunodepressdo sistémica, que ¢ caracterizada por uma modificagdo para um padrido de
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citocinas do tipo Th2 que resultam no aumento da neuroprotecio e regenerag¢do (Terrazas
2008).

Estudando as células mononucleares no sangue periférico de pacientes com NCC
ativa, Bueno et al. (2004) observaram que essas células produziam principalmente IL-4, IL-
12 e TNFo, enquanto que nos casos de NCC inativa, essas células produziam IL-6, IL-10, IL-
12 e TNFo.

O estudo da resposta imune na NCC humana tem permitido esbogar padrdes de
resposta em individuos que tiveram contato com o parasito. Pode-se observar diferencas nos
padrdes de resposta imune em individuos que vivem em areas nio endémicas com aqueles
que moram em comunidades rurais altamente endémicas, estes possuem altos niveis de
proliferagdo de linfocitos antigeno-especifico e niveis de anticorpos IgG, além de um perfil
misto de citocinas do tipo Th1/Th2, caracterizado pela producdo de TNFa e IL-10 apds a
estimulagdo antigeno-especifico de células linféides mononucleares periféricas, resultando
em uma reposta final reguladora (Sciutto et al. 2007).

A resposta inflamatoria desencadeada pelo cisticerco no SNC pode levar ao aumento
local de células inflamatérias que chegam através das principais rotas de infiltragdo
leucocitaria (vasos parenquimais, vasos do espago subaracndideo e plexo corodide) (Ransohoff
et al. 2003), além de citocinas e peptideos que regulam multiplas fungdes e normalmente
desencadeiam interacdes imprevisiveis, como a producdo de citocinas proinflamatorias como
IFN-y, IL-18 e IL-6. A IL-6 ¢ uma das principais citocinas associadas a inflamac¢do no SNC
e exerce um papel fundamental na regulacdo geral de neurdnios, astrocitos e microglia.
Niveis elevados dessas citocinas tém sido descritos em diferentes doencas infecciosas
(Sciutto et al. 2007). A IL-6 foi descrita originalmente como sendo uma citocina indutora de
resposta imune e inflamatdria, além de ser produzida por linfocitos que estimulavam a fase
final de maturacdo dos linfécitos B em plasmocitos. Ela estd relacionada com diversos
processos como hematopoese, respostas de fase aguda, remodelamento dsseo e processos
metabolicos. No SNC a IL-6 pode iniciar a resposta celular mediando inflamagdo,
neurogénese, gliogénese, crescimento e sobrevivéncia celular, mielinizagdo e
desmielinizag¢do, apesar de ser normalmente expressa em baixas concentragdes. (Wei et
al.2011; Spooren et al. 2011). Interleucina 6 exerce um papel fundamental na
neuroinflamacdo, que resulta na ativagdo das células imunes residentes, conhecidas como
microglia e astrocitos. Uma vez ativadas sofrem proliferacdo e hipertrofia, produzindo
inimeros mediadores inflamatorios e fatores de crescimento, resultando em astrogliose e
microgliose (Spooren et al. 2011). Seu possivel papel neuroprotetor pode contribuir na
prevencgdo de efeitos indesejaveis da resposta inflamatoria, além de participar na modulacdo
imune no eixo hipotaldmico-pituitario-adrenal (Sciutto et al. 2007).

Enquanto que a IL-5 pode induzir infiltragdo e ativagdo de eosindfilos no SNC, podem
induzir a liberagdo de mediadores inflamatdrios retornando o estado da doenga para uma fase
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inflamatdria. A produgéo dessas citocinas no SNC pode ser importante na indugéo e ativagdo
de uma resposta imune do tipo Thl, embora direcionada para a destrui¢do do parasito, o
processo inflamatorio desencadeado pode causar danos ao cérebro do hospedeiro,
provocando disfun¢fo sinaptica e morte neuronal (Rodriguez-Sosa et al. 2004; Sciutto et al.
2007).

A habilidade da IL-10 em regular a produg¢do de mediadores imunes pelas microglias
e assim, diminuir a resposta préinflamatdria induzida pelo parasito pode resultar em uma
resposta inflamatdria sem danos ao SNC. Seu efeito sobre as células gliais residentes pode
limitar as lesdes inflamatdrias em resposta ao cisticerco e pode induzir uma reducdo na
inflamag¢do em regides proximas aos parasitos, principalmente aqueles localizados no
parénquima como observado em muitos casos de NCC em humanos (Sciutto et al. 2007;
Terrazas et al. 2008).

A resposta inflamatoéria em humanos depende do estddio evolutivo do parasito e da
resposta imune celular. Estudos recentes tém demonstrado em humanos que macréfagos
proximos ao parasito apresentam baixa expressdo de moléculas MHC-II, enquanto que
células mais distantes da regido do parasito apresentam altos niveis de expressio da mesma
molécula. Esses achados claramente sugerem que os antigenos do cisticerco podem inibir
diretamente a maturacdo e ativagdo das células apresentadoras de antigenos (APCs), bem
como, diminuir a resposta imune antiparasitaria facilitando a cronicidade da infec¢do. O que
nos leva a acreditar na capacidade intrinseca do parasito viavel e suas moléculas associadas
em provocar uma inibi¢do na atividade celular na NCC (Alvarez et al. 2008).

Ja a resposta imune humoral na NCC esta relacionada com a magnitude da infecgdo.
Esse tipo de resposta € maior em pacientes com multiplos cistos, quando comparados com
infecgdes com cistos unicos. Varias classes de imunoglobulinas s3o produzidas como
anticorpos especificos contra o parasito (IgG, IgM e IgE). O tipo mais freqiiente ¢ a IgG,
subtipo IgG2b, IgG2a e IgGl no soro, LCR e saliva, sugerindo uma infec¢do cronica
(Terrazas et al., 1998). Apds a segunda semana de infecgdo ha um significante aumento na
producdo de IgG2a, depois este subtipo ¢ inibido. Cistos obtidos de cérebros infectados com
cisticercos demonstraram IgG, IgM, IgA e IgE do hospedeiro em sua superficie e fluido,
sugerindo que os parasitos sobrevivem recobrindo-se de imunoglobulinas do hospedeiro,
provavelmente através de receptores para a por¢do Fc dos anticorpos presentes na superficie
de seu tegumento, na tentativa de burlar o sistema imune do hospedeiro (Flisser 1991). A
evasdo imune pelo parasito pode resultar de: isolamento de antigenos glicoproteicos

importantes em seu interior, ligacdo de alguns antigenos do hospedeiro a parede do parasito
16



(mimetismo molecular), aumento de células Tregs, ativagdo policlonal de linfocitos B,
variacdo antigénica em casos de multiplo parasitismo, inibi¢do da fracdo Clq do sistema
complemento e liga¢do do parasito a por¢do Fc dos anticorpos do hospedeiro (Pittella 1997).
A resposta imune detectada na NCC humana vai da completa auséncia de resposta
(assintomatica) até¢ uma severa resposta inflamatoria (sintomatico) (Del Brutto et al. 2005).
Em muitos casos, parasitos viaveis possuem pouca inflamagéo ao seu redor, condizentes com
os quadros assintomaticos relatados na NCC. Em contraste, a grande maioria dos casos
sintomaticos da doenca sdo caracterizados por uma intensa resposta imunoldgica no tecido do
hospedeiro (Cardona et al. 2003). Assim, o mecanismo fundamental pela qual a resposta

imune do hospedeiro reage a cisticercose experimental e natural ainda esta sendo esclarecida

(Del Brutto et al. 2005).
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1.6 Taenia crassiceps

A Taenia crassiceps é um helminto da familia Taenidae, ordem Cyclophyllidea e
classe Cestoda. A forma larval ou cisticerco ¢ chamada de Cysticercus longicollis. Este mede
em torno de 4-5 mm de didmetro e apresenta escolex invaginado capaz de produzir inumeros
brotamentos na superficie de sua membrana (Freeman 1962; Maillard et al.1998). As formas
adultas da T. crassiceps parasitam o intestino delgado de canideos, especialmente raposas,
coiotes ¢ cdes domésticos (Freeman 1962; Arocker-Mettinger et al.1992; Shimalov e
Shimalov 2003). Estes por sua vez, eliminam em suas fezes as proglotes gravidas contendo os
ovos, que sdo ingeridos por roedores, seus hospedeiros intermediarios. Os embrides
hexacanto (6 a 8 pm de didmetro) eclodem no trato digestorio dos hospedeiros intermediarios
e penetram pela mucosa, migrando por via linfatica e ou sanguinea até se alojarem em um
determinado 6rgdo ou cavidade, onde se desenvolve a larva metacestoide ou cisticerco que se
multiplica por diversos brotamentos formados a partir de sua membrana externa (Figura 2).
Os brotamentos destacam-se do cisticerco inicial aproximadamente quatro semanas apds seu
surgimento. O hospedeiro definitivo (os canideos), geralmente um predador do hospedeiro
intermedidrio, ingere as larvas metacestoides e desenvolve o helminto adulto 34 a 70 dias
apos a infeccdo, sendo possivel a visualizagdo de ovos nas fezes depois de cinco a seis
semanas. Os cisticercos sdo liberados durante a digestdo da carne e o escdlex desenvagina
sob agdo da bile, fixando-se no intestino delgado. Nestes hospedeiros a infec¢do se mantém
naturalmente até um periodo de cerca de nove semanas e posteriormente, evolui para a cura
espontanea. Em hospedeiros intermediarios e acidentais (paraténicos) nio foi relatada a cura
espontanea (Freeman 1962; Maillard et al. 1998) (Figura 2).

T. crassiceps foi identificada primeiramente como um parasito de raposas vermelhas
(Vulpes vulpes), sendo encontrado principalmente na Europa (Freeman 1962). Porém, foi
relatada sua presenga na Grécia, parasitando raposas, lobos, chacais e gatos selvagens
(Papdopoulos et al.1997). Na Alemanha foi descrito infectando texugos, raposas, fuinhas e
gatos (Loos-Frank & Zeyhle 1982; Ballek et al. 1992; Wessbecher et al.1995; Pfeiffer et
al.1997) além de outros. No entanto os hospedeiros mais comuns deste cestdide sdo roedores,
sendo identificados também, em marmotas, Iémures, cdes e gatos domésticos (Freeman 1962;

Deblock & Petavy 1983; Dyer & Greeve 1998; Brojer et al. 2002).
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Figura 2: Ciclo biologico da Taenia crassiceps, com seus hospedeiros definitivos, canideos,
(1) — ovo presente nas fezes (2) — hospedeiros intermedidrios, roedores (3) —, cisticerco (fase
larval) (4) e hospedeiros paraténicos — mamiferos como o homem, lémures e animais
domésticos (5) (Adaptado de Freeman 1962; Vinaud et al. 2007).

Pode ainda ocorrer a cisticercose causada por 7. crassiceps em humanos de forma
acidental, atuando assim como hospedeiro paraténico deste parasito. A cisticercose humana
por T. crassiceps ocorre principalmente em individuos imunodeprimidos como individuos
portadores de HIV (Frangois et al.1998) ou com neoplasias como o linfoma (Heldwein et al.
2006). No entanto, individuos imunocompetentes também podem desenvolver cisticercose
por T.crassiceps (Arocker et al. 1992). Existem outros casos descritos na literatura de
cisticercose no sistema nervoso central e no subcutdneo em animais domésticos como cées e
gatos ressaltando a importancia destes na transmissdo e incidéncia da cisticercose humana por

T. crassiceps (Wunschmann et al. 2003).
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1.7 O modelo experimental da Taenia Crassiceps

A infecgdo de hospedeiros intermediarios com cisticercos de 7. crassiceps ¢ um 6timo
modelo experimental para se estudar os mecanismos da relagdo parasito-hospedeiro na
cisticercose e neurocisticercose (Terrazas 2008). A fase larvaria de 7. crassiceps pertencente
a cepa ORF, ¢ utilizada atualmente como modelo experimental para estudo da cisticercose
humana, por meio da inoculagdo dos cisticercos na cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c isogénicos sendo mantidos indefinidamente por inocula¢des subsequentes a cada 60
dias de infec¢do (Freeman 1962, Esch & Smyth, 1976). Os cisticercos provenientes da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, podem ser divididos em trés fases de acordo
com seus aspectos macroscopicos. A fase inicial € caracterizada por um cisticerco translucido
e pequeno, que mede aproximadamente 2 um de didmetro (Figura 3A). O cisticerco na fase
inicial aumenta seu tamanho, mantendo-se translicido, porém com numerosos brotamentos
em sua superficie, sendo denominado de cisticerco em fase larval (Figura 3B). No decorrer de
seu desenvolvimento, ele torna-se mais opaco com poucos brotamentos, sendo chamado de
cisticerco em fase final (Figura 3C) (Vinaud 2007). Sabendo-se que estas larvas ndo possuem
escolex, portanto ndo tém a capacidade de desenvolver o helminto adulto, estes estudos da
cisticercose intraperitoneal experimental vém sendo realizados com relativa facilidade, pois,
além de se multiplicarem rapidamente no peritonio do animal, estes cisticercos apresentam
grande similaridade antigénica com cisticercos de 7. solium, facilitando o estudo e a
compreensdo dos processos inflamatérios locais e sistémicos, a fim de se avaliar a resposta

geral do hospedeiro frente a este patdégeno (Vaz et al. 1997).

Figura 3: Aspectos macroscdpicos de cisticercos da 7. cracisseps provenientes da cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c fémeas ap6s 60 dias de infec¢o. (A) cisticerco em fase

inicial; (B) cisticerco em fase larval e (C) cisticerco em fase final.
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1.8 A resposta imune no modelo murino da neurocisticercose experimental

Uma vez no SNC, na fase inicial da infecgdo, os parasitos liberam glicoproteinas do
seu tegumento no ambiente que ligam-se as lectinas na superficie das células do hospedeiro,
sendo fagocitadas pelos macrofagos (Alvarez et al. 2008). Esta € uma das estratégias de
evasdo do sistema imune do hospedeiro utilizada pelo parasito. Diferente de outras infecgdes
helminticas, a resposta imune na NCC murina ¢ do tipo Thl, porém, ela ndo resolve a
infec¢do (Terrazas 2008). Possivelmente devido a estratégia de evasdo.

Na NCC murina, baixas quantidades de parasitos podem ser habeis em promover uma
resposta inicial do tipo Th1l com o potencial de eliminar patégenos em pequenas quantidades
(Alvarez et al. 2010). Porém, a resposta imune inicial pode estar diminuida pela agdo de
glicoconjugados liberados do tegumento dos cisticercos, utilizados como mecanismo de
evasdo e¢ modulagdo da resposta imune.(Alvarez et al. 2008 ¢ 2010). O acumulo desses
antigenos, que possuem uma natureza bioquimica complexa, no interior das células
fagocitarias pode interferir nas vias intracelulares envolvidas com a apresentacdo de
antigenos pelas moléculas de histocompatibilidade, inibindo a ativagdo das células T (Alvarez
et al. 2010). Além de se ligarem a moléculas de iniciagdo das vias do complemento,
impedindo a sua ativagdo, bem como linfocitos e producdo de citocinas (White Jr et al.,
2000).

Estudos realizados em modelos experimentais tem mostrado o aparecimento de uma
abundante resposta inflamatoria nos primeiro dois dias apds a infeccdo. Os granulomas
iniciais sdo predominantemente associados a uma resposta do tipo Thl com abundantes
neutréfilos, macrdofagos, células natural killers (NK), células T gama-delta (Tyd), células T
alfa-beta (Taf); porém, em granulomas maduros observou-se uma mistura de resposta do tipo
Thl e Th2 (IL4). Portanto, a resposta do tipo Thl parece exercer um importante papel na
patogénese da doenga e eliminacdo do parasito, enquanto que a IL-4 e a resposta do tipo Th2
estdo envolvidas na inibi¢do de uma forte resposta inicial (Prasad et al. 2008).

Uma das principais células responsaveis por essa resposta inflamatéria do tipo Thl
sdo os linfécitos Tyd. O modelo murino de NCC utilizando o Mesocestoides corti foi o
primeiro a descrever uma predominante resposta induzida pelas células Tyd durante um
estado de infec¢do (Cardona et al. 1999). Estes subtipos de linfécitos T participam como
células imunorreguladoras promovendo o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria do
tipo Thl, além de orquestrar a imunopatogénese da NCC murina. Os linfocitos Tyd
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produzem IL-2 e INF-y que amplificam a resposta imune no SNC através de uma ativacéo
indireta de varias populacdes de células imunes como macréfagos e células dendriticas, além
de células residentes do cérebro como microglia e astrocitos. Uma vez ativadas, essas células
produzem diversas citocinas, quimiocinas e mediadores soliiveis que ampliam a resposta
inflamatoria resultando em danos ao tecido do hospedeiro. Com o predomino da resposta
inflamatdria do tipo Thl inibindo uma resposta humoral do tipo Th2 (Cardona e Teale 2002).
Na NCC humana, o papel desses linfocitos ainda esta sendo estudado.

Observagdes feitas em modelos experimentais mostram uma resposta do tipo Thl
enquanto o parasito estd intacto e uma resposta mista do tipo Th1/Th2 quando o parasito
comegca a ser destruido. Esses achados sustentam a opinido de que os parasitos mantém o
equilibrio com a resposta imune do hospedeiro no inicio da infec¢do, assim, uma rapida
resposta Thl com producdo de IgG é desencadeada, mas com o passar do tempo este
equilibrio ¢ modificado para uma resposta Th2 que leva a uma destrui¢do do parasito (Del
Brutto et al. 2005).

A maioria dos casos de NCC sintomaticos € caracterizada por uma proeminente
resposta imunologica no tecido nervoso do hospedeiro (White Jr et al. 2000), com uma
resposta imune constituida de uma evidente resposta do tipo Thl (Restrepo et al., 1998), ou
um misto de Th1/Th2 e ainda Th3, que pode secretar TGFp induzindo o aparecimento de
células Tregs, quando o parasito perde a capacidade imunomoduladora ¢ comeca a ser
destruido, dependendo da presenca ou auséncia da formacdo de granuloma e do estagio da
resposta granulomatosa (Restrepo et al. 2001).

Quando o parasito morre, e os granulomas se dissipam e uma resposta inflamatoria
Thl prevalece, resultando em uma fase sintomatica associada com graves lesdes neuroldgicas
e eventualmente morte do hospedeiro (White et al. 1997).

O modelo murino de NCC, utilizando o Mesocestoides cortis, ¢ caracterizado por um
acumulo de parasitos e células inflamatorias em areas extraparenquimatosas do encéfalo,
incluindo as meninges e espago subaracnoideo iniciando de 1-3 dias apos a infecgio
(Cardona et al. 1999). Com o progresso da infec¢fo, parasitos e células imunes penetram no
parénquima cerebral e o grau de inflamagéo e infiltragdo leucocitaria no SNC aumenta, sendo
correlacionado com os sintomas clinicos, agravando-se. (Cardona et al. 1999; Sciutto et al.
2007). As citocinas produzidas pelas células infiltradas no SNC durante a infec¢do (IL-2, IL-
12, IL-15, IFN-y ¢ TNF-0) indicam uma resposta do tipo Thl mediada por células. A
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produgdo de citocinas antiinflamatérias como a IL-4 (Th2) e IL-10 (Treg) sdo detectadas em
baixos niveis (Cardona et al. 1999).

A resposta Thl no modelo murino ¢ mediada pelas células Tyd (gama-delta) que
infiltram precocemente durante a infeccdo e persiste durante praticamente todo o curso da
NCC murina (Cardona et al. 1999). Porém, camundongos que perdem as células Tyd
apresentam uma inflamagdo no SNC reduzida, o que provoca menos lesdes ao tecido do
hospedeiro, devido a diminui¢io da expressdo de citocinas do tipo Thl (Cardona et al. 2002).
Juntos esses dados indicam que a resposta inflamatéria estimulada pelas células Tyd exercem
um importante papel no desenvolvimento da neuropatologia e severidade da doenga
(Restrepo et al. 2001).

A abundante liberagdo ou secrecdo de glicoproteinas observada em cestoides como o
Mesocestoides e Taenia podem ser responsaveis pelo aumento da secre¢do de IL-4 ou IL-13
que provocam a induc¢do dos macréfagos alternativamente ativados (aaMs), que atuam nas
respostas a infec¢des helminticas e reparo tecidual, podendo suprimir uma resposta Th2
nestas infeccdes. O papel exato dos aaMs no modelo murino da NCC permanece sendo
determinado por provavel regulagdo do equilibrio Th1/Th2 para controlar a carga parasitaria

e diminuir os danos ao SNC (Alvarez et al. 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, a NCC tém sido considerada uma doenca emergente, devido ao aumento de
casos notificados em paises desenvolvidos com altas taxas de emigra¢do de pessoas
provenientes de areas end€micas. Por apresentar grande diversidade de manifesta¢des
clinicas, o que muitas vezes torna dificil o diagndstico incial dessa morbidade, grande
correlagdo entre a resposta imune ¢ inflamatéria do hospedeiro e a gravidade da doenga.
Sendo assim, surge a necessidade de se estudar e compreender os mecanismos celulares e
humorais envolvidos no desenvolvimento da NCC. O uso de modelos experimentais para a
compreensdo desses mecanismos tornou-se uma das principais ferramentas nos estudos
cientificos. O modelo utilizado para o estudo da cisticercose é o modelo de infecgio
intraperitoneal (Vaz et al. 1997), na maioria das vezes, com objetivo comparar com as lesdes
induzidas pela doenga no SNC. Na literatura, o modelo utilizado para se induzir a NCC
experimental, ¢ o de Cardona et al., de 1999, que utilizam o Mesocestoides cortis. O modelo
proposto por este trabalho utiliza a inoculagdo de cisticercos em estadio inicial Taenia
crassiceps no encéfalo de camundongos para a indugdo da NCC. A escolha dos cisticercos de
T. crassiceps, ocorreu devido a grande semelhanga antigénica com a Taenia solium, agente da
NCC humana, ¢ devido aos casos de infec¢do em individuos imunodeficientes. O
desenvolvimento deste modelo experimental se faz necessario para esclarecer os processos de
interagdo parasito-hospedeiro no encéfalo dos camundongos no decorrer da infec¢do por
cisticercos de 7. crassiceps, auxiliando em uma possivel interven¢do ou utilizacdo de
farmacos que possam interferir nesses processos evitando assim uma maior destrui¢do e
comprometimento funcional do encéfalo.

A cisticercose experimental causada pela 7. crassiceps em camundongos ¢ bastante
rapida e de facil execugdo, ao contrario da infec¢do natural por cisticerco de 7. solium,
tornando possivel o acompanhamento da lesdo ao longo do tempo. No Brasil ndo foram
relatados casos de infecgdo natural por 7. crassiceps. Em nosso estudo foram utilizados
camundongos com o perfil de respostas imunologicas diferentes (BALB/c convencionais ¢
deficientes para IL-4, CS57BL/6 convencionais ¢ deficientes para INFy), avaliando a

resisténcia e/ou susceptibilidade a infec¢do em cada uma das espécies.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Analisar a formagdo da resposta inflamatéria na neurocisticercose experimental em
camundongos, determinando o papel das citocinas IL-4 e [FNy na manuten¢o e viabilidade
de cisticercos de T. crassiceps.

Objetivos especificos:
1. Analisar e comparar a resposta inflamatoria provocada pela infec¢do experimental em
camundongos C57BL6 ¢ BALB/c convencionais.
2. Analisar e comparar a resposta inflamatoria desencadeada pela infec¢do experimental
em camundongos C57BL6 convencionais e C57BL6 desprovidos do gene de IFNy.
3. Analisar e comparar a resposta inflamatoria desencadeada pela infec¢do experimental

em camundongos BALB/c convencionais ¢ BALB/c desprovidos do gene de IL-4.
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Abstract

Objectives: Presentation of the experimental model of neurocysticercosis (NCC)
caused by Taenia crassiceps cysticerci, description of the inflammatory process,
susceptibility or resistance of BALB/c and C57BL/6 mice to this infection and
description of the host-parasite relationship. Methods: The animals were
intracranially inoculated with initial stage T. crassiceps cysticerci. They were
euthanized at 7, 30, 60 and 90 days after the inoculation. Their encephala were
removed for the histopathologic analysis, classification of the parasites and
inflammatory lesions. Results: Experimental NCC was observed on both mice
lineages. BALB/c mice presented inflammatory lesions with greater intensity,
inducing necrosis on late stage parasites and with an acute inflammation pattern.
While C57BL/6 mice showed greater capability on provoking early necrosis on the
cysticerci showing a chronic inflammation pattern. Conclusion: This experimental
model induced NCC on mice with characteristic inflammation and lesions. C57BL/6
mice were able to induce precocious necrosis of the parasites presenting

inflammatory lesions with lower intensity.

Key words: neurocysticercosis, Taenia crassiceps, inflammation, BALB/c, C57BL/6.
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Resumo

Objetivo: Apresentar o modelo experimental de neurocisticercose (NCC) com cisticercos de
Taenia crassiceps, descrever a inflamagdo, susceptibilidade e resisténcia em camundongos
BALB/c e C57BL/6, caracterizando melhor a relagdo parasito-hospedeiro. Métodos: Os
animais foram inoculados intracranialmente com cisticercos em estadio inicial de T.
crassiceps, eutanasiados aos 7, 30, 60 e 90 dias apds a infec¢do (DAI). Retirou-se os
encéfalos para analise histopatoldgica, classificagdo dos parasitos e lesdes inflamatorias.
Resultados: Foi possivel induzir NCC nas duas linhagens de camundongos com o modelo
experimental. Os animais BALB/c apresentaram lesdes inflamatorias com maior intensidade
que nos C57BL/6, induziram necrose nos parasitos na fase tardia, com um padréo
inflamatorio agudo. Os C57BL/6 mostraram-se mais habeis em provocar precocemente
necrose nos cisticercos com padrio inflamatoério cronico. Conclusdo: O modelo induziu NCC
com inflamag8o e lesdes nos animais. Os C57BL/6 foram habeis em induzir precocemente
necrose nos parasitos, apresentando lesdes inflamatdrias com menor intensidade que nos
BALB/c.

Palavras chave: neurocisticercose, Taenia crassiceps, inflamagdo , BALB/c, C57BL/6.
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Introducéo

A neurocisticercose (NCC) ¢ uma das principais doengas parasitarias do sistema
nervoso central (SNC) causada por cisticercos de Taenia solium', provocando significante
morbidade associada com crises convulsivas e hidrocefalia®”.

Considerada uma doenga emergente em muitos paises desenvolvidos, principalmente
devido ao aumento de imigrantes oriundos de areas endémicas ¢ dos poucos casos de
transmissdo local documentados™. Segundo recente estudo com pacientes de clinicas
neuroldgicas no estado do Texas — USA, 53% das interna¢des ocorreram devido a NCC,
sendo a epilepsia o principal sintoma clinico. Desses pacientes com NCC, 93% deles eram
imigrantes hispanicos®. Por apresentar uma ampla diversidade clinica, a NCC tém sido alvo
do desenvolvimento de diversos estudos clinicos, soroepidemiolégicos e histopatolégicos’,
visando compreender os mecanismos envolvidos nas respostas imune e inflamatéria®.

O uso de modelos experimentais para a compreensio da relagdo parasito-hospedeiro
tém-se tornado uma excelente ferramenta para o estudo da cisticercose humana em diversos
6rgdos, incluindo sua forma mais grave, a NCC®. O parasito mais utilizado nos modelos
experimentais de cisticercose é a Taenia crassiceps, por apresentar rapido ciclo de
desenvolvimento, facilidade de manutengdo e similaridade antigénica com a 7. solium"®. O
modelo experimental intraperitoneal’ ¢ o mais difundido, util na avaliacdo dos fatores
genéticos envolvidos na susceptibilidade e resisténcia do hospedeiro, principalmente nos
mecanismos imunolégicos9. O modelo experimental mais descrito na literatura para o estudo
da NCC ¢ o de Cardona et al.'’, que utiliza o Mesocestoides corti'®"".

De acordo com a literatura, camundongos BALB/c sdo menos resistentes que os
C57BL/6 a infecgdo intraperitoneal experimental com cisticercos de 7. crassiceps’. Enquanto
que na forma mais acentuada da doenca, a NCC, as informagdes sobre os mecanismos
inflamatorios e imunologicos do hospedeiro, bem como e dos mecanismos de evasdo do
parasito permanecem escassas. Sabe-se que no inicio da infec¢éo intraperitoneal, ocorre uma
resposta inflamatéria, com citocinas do tipo 1, controlando o crescimento do parasito. Porém,
rapidamente a resposta se modifica, para o tipo 2 ou ainda um misto do tipos 1 e 2, tornando-
se permissiva ao crescimento parasitario. A resposta imune do tipo 2, resulta em um
crescimento irrestrito do parasito, podendo levar o hopedeiro & morte nos casos
experimentais, demonstrando pouca ou nenhuma resisténcia imunoldgica ao crescimento

parasitario'>"”.
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Os objetivos do presente trabalho foram desenvolver um modelo experimental que
pudesse induzir a NCC em camundongos utilizando cisticercos de 7. crassiceps, € o outro,
observar as diferencas na reacdo inflamatéria e lesdes decorrentes desta infeccdo em

camundongos BALB/c e C57BL/6, bem como observar susceptibilidade e resisténcia.

Materiais e métodos

Manutengdo do ciclo. O ciclo bioldgico da T. crassiceps (cepa ORF) vem sendo mantido no
biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias
(IPTSP/UFG), em camundongos BALB/c fémeas infectadas intraperitonealmente com
cisticercos desde 2002. Apds 90 dias de infeccdo, os camundongos sdo eutanasiados e
necropsiados para retirada de cisticercos em estadio inicial'* que sdo lavados varias vezes
com salina estéril ¢ posteriormente inoculados na cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c fémeas ndo infectadas'”.

Animais. Utilizou-se camundongos fémeas BALB/c e C57BL/6 convencionais cujas matrizes
vem sendo mantidas no Biotério do IPTSP/UFG. Para o delineamento do experimento,
utilizaram-se animais de 8 a 12 semanas de idade e 20 a 30 gramas de peso. Estes foram
inoculados intracranialmente com 3 a 5 cisticercos em estadio inicial e distribuidos em quatro
grupos contendo cinco camundongos por dia experimental (7, 30, 60 e 90), sendo eles: Grupo
1 — BALB/c infectados com cisticercos; Grupo 2 — BALB/c inoculados com solu¢do salina
estéril; Grupo 3 — C57BL/6 infectados intracranialmente com cisticercos, Grupo 4 - C57BL/6
inoculados com salina estéril. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica na
Experimentagio em Animais (CEEA/CEP-UFG), protocolo nimero 034/09.

Infeccdo experimental. Para a realizacdo da inoculagdo, os animais foram pesados e
anestesiados intraperitonealmente com solugio anestésica de Cetamina 100mg/ml e Xilazina
20mg/ml na proporgdo de 0,1ml/10g'®"7. Apés tricotomia da por¢do superior da cabeca
seguida por antissepsia com iodo tdpico, uma incisdo longitudinal e mediana na pele do
cranio foi feita com lamina de bisturi. O orificio de trepanacgéo foi realizado com uma broca
(44,5mmX2mm) movida por micromotor (LB100 — Beltec)'® na topografia do osso parietal
direito a 3mm da linha média (sutura sagital) ¢ 3mm posterior a sutura coronal a 4mm de
profundidade. Os animais infectados foram inoculados intracranialmente com cisticercos e
em seguida, o orificio de trepanacdo foi fechado com massa pléstica estéril e a incisdo

suturada.
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Retirada dos encéfalos para andlise. Aos 7, 30, 60 ¢ 90 dias ap6s a inoculagdo (DAI) os
animais foram anestesiados intraperitonealmente com 0,1ml/10g da solugdo de Xilazina a 2%
e Cetamina a 10%. Posteriormente os animais foram submetidos a eutandsia por
deslocamento cervical, para a coleta do encéfalo para posterior analise.

Anadlise Histopatologica. A analise histopatologica foi realizada com fragmentos de
encéfalos fixados em formaldeido a 3,4% tamponado, desidratados em alcoois, diafanizados
em xilol, incluidos em parafina, confeccionados blocos e posteriormente cortes com 5 um de
espessura. Os fragmentos foram capturados em laminas de vidro e posteriormente, corados
pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) ou outras técnicas histoquimicas quando
necessario, tais como; picro-sirius, para a identificacdo de fibrose; acido periddico de Schiff
(PAS), para deposito de radicais glicidicos; von Kossa, para depdsito de sais de calcio e
Vermelho Congo para beta-fibrilose'”.

Quantificacdo de cisticercos e classificacdo em etapas de desenvolvimento. Por meio da
microscopia descreveu-se a localizagdo anatdmica dos cisticercos e classificou-se de acordo
com o estadio de desenvolvimento em inicial, larval e final'*.

Andlise dos Processos Patologicos Gerais. Os processos patoldgicos gerais foram analisados
no parasito, na interface parasito-hospedeiro ¢ no tecido do hospedeiro observando: infiltrado
inflamatorio (parénquima, meninges e vasos) e seu perfil celular, edema, hiperemia,
calcificagdo, fibrose, deposicdo de radicais glicidicos, além de alteragdes como gliose ¢
microgliose. Os processos patoldgicos descritos foram classificados de forma semi-
quantitativa, seguindo os seguintes critérios: ausente, discreto com comprometimento de até

25% da 4rea, moderado de 26 a 50% e acentuado acima de 50% de comprometimento"”.

Anadlise Estatistica. A analise estatistica foi realizada por meio do programa Sigma Stat 3.5.
Todas as variaveis foram testadas quanto a distribui¢do normal e varidncia homogénea. Por
apresentarem distribuicdo n3o normal, as varidaveis foram analisadas pelo teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. As diferencas observadas foram consideradas significantes

quando p<0,05.
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Resultados

Todos os cisticercos observados no experimento foram localizados nos ventriculos
cerebrais provocando inflamagdo, expansido dessa cavidade e consequentemente o desvio da
linha média com maior intensidade nos animais BALB/c (Figuras 4 ¢ 5; Tabelas 1 ¢ 2).

Observou-se também uma diminui¢do na consisténcia e hipotrofia do parénquima em
ambas as linhagens. Aos 7 DAI, os cisticercos encontravam-se no estadio inicial de
desenvolvimento em ambas as linhagens, enquanto que, aos 30 DAI encontrou-se cisticercos
em estadio intermedidrio somente nos animais C57BL/6 (Figura 3-A a D). Cisticercos em
estadio final foram observados nos animais C57BL/6 mais precocemente que nos BALB/c,
isto é, aos 60 DAI (Figura 6-E e F). Por outro lado, apenas aos 90 DAI foram vistos
cisticercos em estadio final nos BALB/c (Figura 6-G; Tabela 1), além disso, o infiltrado
inflamatdrio ao redor dos cisticercos foi mais intenso que nos C57BL/6 (Figura 6-H; Tabela
1). Parasitos em estadio final também apresentaram discretas areas de fibrose ¢ a deposi¢io
de material glicidico que mostrou-se diminuido, além de apresentarem necrose.

Ao analisar os processos na interface parasito-hospedeiro dos camundongos BALB/c,
observou-se  infiltrado inflamatério intraparenquimatoso com  predominio de
polimorfonucleares, j& nos animais C57BL/6 esse predominio foi de células mononucleares.
A perivasculite aos 30 DAI nos animais BALB/c foi significativamente maior. Enquanto que
a hiperemia nos C57BL/6 foi maior ao longo de todo o experimento (Tabela 2). Nos controles
apenas discreta hiperemia e edema foram observados aos 7 DAI, ndo sendo observadas nos
dias experimentais posteriores.

Analisando as reagdes no tecido do hospedeiro, como em regides do parénquima
cerebral proximas aos ventriculos, verificou-se que os camundongos BALB/c apresentavam
ependimite, e principalmente, edema e meningite mais intensos que na outra linhagem
durante a analise de todo o processo inflamatorio. Somente a hiperemia foi mais intensa nos
C57BL/6 (Tabela 3). Em todos os animais infectados dos grupos de 60 ¢ 90 DAI, foram
observadas discretas areas de fibrose na regido do epéndima proxima aos parasitos (Tabela
2). Microgliose ocorreu logo aos 7 DAI nos animais C57BL/6, enquanto que nos BALB/c
essa alteracdo sé foi observada aos 30 DAI nesse mesmo tempo experimental e grupo
observou-se uma gliose de maior intensidade em rela¢do a outra linhagem. Discretas areas de
calcificagdo foram encontradas no parénquima cerebral, na regido do putdmen caudal no

grupo dos C57BL/6 infectados aos 90 DAI (Tabela 2).

33



Discussao

As duas linhagens de camundongos utilizadas no presente estudo, conseguiram
induzir necrose nos parasitos aos 90 DAI, porém, nos C57BL/6 essa destrui¢do ocorreu de
forma mais eficiente ja aos 60 DAI. Apesar disto, a inflamag8o composta principalmente por
células polimorfonucleares associadas ao edema, perivasculite e meningite, nos animais
BALB/c foi significantemente maior que nos C57BL/6 durante o experimento. Fragoso et
al.’, ao inocularem intraperitonealmente animais BALB/c com cisticercos de 7. crassiceps,
observaram que estes apresentavam uma carga parasitaria maior do que o o0s animais
C57BL/6, sendo entfio considerados susceptiveis a infecgdo por cisticercos de 7. crassiceps.
Acredita-se que essa pouca habilidade em provocar necrose precoce dos parasitos nos
animais BALB/c tenha ocorrido devido ao predominio de polimorfonucleares no infiltrado
inflamatédrio ao longo de toda a infec¢o, por outro lado, aos 60 DAI nos C57BL/6 ja existia
um predominio de mononucleares. Provavelmente, devido a esse fato, a intensidade da
ventriculomegalia, destrui¢do do parénquima adjacente, desvio da linha média e gliose
tenham sido maiores no grupo dos BALB/c.

Na fase inicial (7 e 30 DAI) da inflamagdo nos animais BALB/c foi possivel observar
lesoes, tais como a gliose, no parénquima adjacente aos ventriculos laterais. O que possa ter
ocorrido devido ao tipo de resposta imune desencadeada (celular ou humoral), controle do
crescimento parasitario e expansdo dos ventriculos, ou ainda, devido a presenga de antigenos
circulantes. Relatos na literatura descreveram ndo haver a necessidade da presenca de cistos
intraventriculares para o desenvolvimento de alteragdes como ventriculomegalia e até
obstrucdo da circulacdo liquérica, bastando a presenga dos antigenos circulantes do parasito e

. ‘o . 20,21, 22
mesmo sem reagdo inflamatodria na cavidade

. A ativacgdo e proliferagdo das microglias,
denominada de microgliose, foi discretamente maior nos animais C57BL/6 no decorrer do
experimento. O que corrobora com o perfil de resposta mais celular, do tipo 1, apresentado
por estes animais®. Estas células sdo as principais guardids do sistema nervoso central. Uma
vez ocorrendo lesdo no tecido encefalico, as microglias passam por um processo de ativagdo
onde sua morfologia, caracteristicas fenotipicas superficiais, hipertrofia e aumento da
expressdo de receptores para o complemento, como o CR3, além do aumento da expressdo de
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) modificam-se tornando-as
células mais habeis em defender e estimular regeneragdo do tecido nervoso destruido® .

Na fase tardia (60 ¢ 90 DAI), apesar dos BALB/c apresentarem uma intensidade

maior de infiltrado inflamatério do que os C57BL/6, estes ultimos foram mais habeis em
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conter o crescimento dos cisticercos e induzir a morte destes. O infiltrado inflamatorio com
predominio de polimorfonucleares foi uma caracteristica marcante nos animais BALB/c
infectados, enquanto que nos C57BL/6 o predominio do perfil celular foi de mononucleares.
Fragoso et al.”>, avaliando a susceptibilidade e resisténcia em infecgdes intraperitoneais com
cisticercos de 7. crassiceps com essas duas linhagens de camundongos, ja haviam observado
que os animais C57BL/6 apresentavam menor crescimento parasitario, menor
desenvolvimento de lesdes e uma resposta predominantemente do tipo 1, ja nos BALB/c a
resposta imune era predominantemente do tipo 2, humoral®*?’. Todos os individuos dos
grupos infectados de ambas as linhagens apresentaram discretas areas de fibrose, o que
demonstra destrui¢do tecidual em virtude da ag@io do parasito e da resposta inflamatoria do
hospedeiro, com o intuito de eliminar o patdogeno e finalizar o processo inflamatorio. Nos
grupos controles, também foram observados edema e hiperemia discretos nos primeiros dias
da fase inicial da infec¢do, ndo sendo novamente observados nos dias experimentais
subsequentes, o que provavelmente ocorreu devido ao procedimento de inoculagao.

As areas de calcificacdo distréfica observadas em alguns animais infectados da
linhagem dos C57BL/6 aos 90 DAL, esta de acordo com outros trabalhos'” %. Segundo a
classificagio da NCC humana proposta por Cuetter et al.”, na forma intraventricular ativa
pode ocorrer obstrugdo da circulagdo do liquor e areas hipodensas na ressonancia magnética,
enquanto que na forma inativa ocorre hidrocefalia tardia mas sem areas de calcificagdo
adjacentes. Provalvelmente a forte resposta imune celular do tipo 1, caracteristica dos animais
C57BL/6%’, tenha sido a responsavel em provocar danos aos tecidos adjacentes logo na fase
inicial da infec¢do, resultando na contengdo do crescimento, rapida morte do parasito e
calcificacéo.

O modelo experimental apresentado neste trabalho utilizando cisticercos de 7.
crassiceps pode se tornar um método reprodutivo para o estudo da NCC humana, por
provocando transitoriamente, discreta hiperemia e edema nos animais controles. O uso dos
cisticercos de 7. crassiceps foi outra vantagem apresentada, devido ao seu rapido ciclo de
desenvolvimento, facilidade de manutengéo e por pertencer ao género Taenia, apresentando
assim, maior similaridade antigénica com a T. solium™®. O modelo experimental de NCC
descrito na literatura no utiliza o cisticero do género Taenia, e sim o Mesocestoides

10,11
corti

. Os principais trabalhos relacionados a resposta imune e inflamatéria no estudo da
cisticercose, utilizando cisticercos de 7. crassiceps, usam o modelo de infec¢do
intraperitoneal’. O modelo proposto por este trabalho, pode reproduzir a NCC, possibilitando
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o estudo de inoculagdes de cisticercos em diversas areas do encéfalo, como no hipocampo
correlacionando com crises convulsivas, forma clinica muito comum da doenca no ser
humano.

Assim sendo, foi possivel induzir NCC nas duas linhagens de camundongos
utilizando o modelo experimental apresentado neste trabalho, obtendo lesdes e alteragoes tais
como: ventriculomegalia, perivasculite, meningite, microgliose e inflama¢do. Com a
observagdo dos processos patologicos nos encéfalos retirados dos animais infectados, pode-se
concluir que os camundongos BALB/c sdo menos eficientes em induzir necrose nos parasitos
de forma precoce, além de apresentarem um perfil inflamatério agudo. Enquanto que os
C57BL/6 mostraram-se mais habeis em provocar a morte dos parasitos, perfil inflamatorio
cronico, menor intensidade nas alteracdes e lesdes sendo portanto, considerados mais

resistentes.
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Anexos

Tabela 1: Reag@o inflamatéria nos parasitos encontrados em camundongos BALB/c ¢

C57BL/6 submetidos a infec¢do experimental com cisticercos de Taenia crassiceps.

BALB/c CS7BL/6
07 30 60 90 07 30 60 90
DAI DAI DAI DAI DAI DAI DAI DAI
Estadio Des. INI INI LAR FIN INI LAR FIN FIN
Localizacio VL VL VL/3° VL VL VL VL VL
VD
LI. (PMN/MN) - - ++ ++ + + ++ ++
Calcificacgio - - - - - - - -
Fibrose - - - + - - - +
Depésito de - - +++ + + +++ + +
glicogénio

Legenda: INI (Inicial), LAR (Larval), FIN (Final), PMN (Polimorfonucleares), MN

(Mononucleares), LI. (infiltrado inflamatorio), + (discreto), ++ (moderado), +++ (acentuado),

n=5 por dia experimental.
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Tabela 2: Processos patoldgicos encontrados na interface parasito/hospedeiro em
camundongos BALB/c ¢ C57BL/6 submetidos a infeccdo experimental por cisticercos de

Taenia crassiceps.

BALB/¢ C57BL/6

07 30 60 90 07 30 60 90

DAI DAI DAI  DAI DAI DAI DAI DAI

Ventriculomegalia + ++ +++ +++ + ++ ++ -+
Hiperemia + + ++ + + ++ ++ T+
Perivasculite + ++* ++ +++ + 4 ++ ++
LInf. - PMN + ++ ++ +++ + + + +
LInf. - MN + + ++ ++ + ++ ++ ++

Legenda: PMN (Polimorfonucleares), MN (Mononucleares), + (discreto), ++ (moderado),

+++ (acentuado), n=5 por dia experimental.* p< 0,05.
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Tabela 3: Processos patoldgicos encontrados no tecido do hospedeiro de camundongos

BALB/c e C57BL/6 submetidos a infecg¢do experimental por cisticercos de Taenia crassiceps.

BALB/c CS57BL/6
07 30 60 90 07 30 60 90
DAI DAI DAI DAI DAI DAI DAI DAI

Calcificacao - - - - - - - +
Fibrose - - + + - - + +
D. glicogénio - - - - - - - -
Microgliose - + + + + + + +
Meningite - + ++* + + + +* +
Gliose + ++ + + - + + +
Edema + +* + + 4 + +
Hiperemia + + + ++ + ++
Ependimite + ++ - + + +
Perivasculite + ++ ++ +++ + ++ ++ ++
LInf. - PMN + ++ ++ +++ ++ + + +
LInf.— MN + + ++ ++ ++ ++ ++ ++

Legenda: PMN (Polimorfonucleares), MN (Mononucleares), + (discreto), ++ (moderado),

+++ (acentuado), n=5 por dia experimental. * p< 0,05.
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Figura 4: Mesoscopia do encéfalo de camundongo BALB/c 60DAI, com presenga de
cisticerco em estadio larval de desenvolvimento no interior do terceiro ventriculo dorsal,

hiperemia nos vasos adjacentes e infiltrado inflamatdrio (HE, escala = Smm).

Figura 5: Mesoscopia de encéfalo de camundongos BALB/c (A) e C7BL/6 (B) convencionais
em corte coronal, apresentando cisticerco induzindo ventriculomegalia ¢ desvio da linha

média (escala = 1 mm).
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Figura 6: Fotomicrografia do encéfalo de camundongos BALB/c e C57BL/6 convencionais.
Aos sete dias apds a infeccdo observou-se: (A) BALB/c com pequena area de necrose
proxima ao ventriculo lateral (seta) e discreto infiltrado inflamatério; (B) C57BL/6 com
cisticercos em estadios inicial e larval (setas) de desenvolvimento no interior do ventriculo
lateral e discreta ependimite (cabeca de seta). Aos 30 DAI: (C) BALB/c com destruicdo da
parede ventricular, presenca de cristais de colesterol (seta) e discreto infiltrado inflamatério;
(D) C57BL/6 com discreta meningite (seta). Aos sessenta dias apos a infec¢do observou-se:
(E) BALB/c apresentando cisticerco em estadio larval de desenvolvimento (seta) no
ventriculo lateral, (F) C57 BL/6 com cisticerco em estadio final (seta) e infiltrado
inflamatorio ao redor do parasito no ventriculo lateral. Aos noventa dias apos a infecg@o,
observou-se: (G) BALB/c apresentando cisticerco em estadio final de desenvolvimento (seta)
com infiltrado inflamatoério acentuado ao redor do parasito e (H) C57BL/6 apresentando

perivasculite moderada (seta) (HE, escala = 100pm).
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Abstract

Neurocysticercosis (NCC) is a world widely distributed disease caused by the larval
stage of Taenia solium and is considered one of the most important infections of the central
nervous system. Few are the studies with experimental models of NCC and the most used
model utilizes BALB/c female mice inoculated with Mesocestoides corti. This study aimed
the analysis of IL-4 influence in the inflammatory response caused by the experimental
model of NCC which uses 7. crassiceps cysticerci. We used conventional BALB/c mice and
BALB/c mice which lacked the IL-4 gene (KO-IL-4) which were inoculated via intracranial
with cysticerci and euthanized at 7, 30, 60 and 90 days after the infection (DAI). The absence
of IL-4 induced greater parasitism in those animals. In the initial phase of the infection the
KO-IL-4 animals presented less intensity in the inflammatory infiltration in the host-parasite
interface with polimorphonuclear cells and intraparenquimatous edema. Also in those
animals in the late phase of infection there was less development of ventriculomegaly,
inflammation in host tissues and meninges and it also favored the cysticerci survival. Both
lineages were capable of destroying the cysticerci at 90 DAI, however in the animals with IL-
4 absence it was possible to find larval stage cysticerci at this experimental period. According
to the anatompathological and inflammatory process analysis in those animal brains we
believe that the absence of IL-4 induces less intensity of the inflammatory infiltration, less

ventriculomegaly and perivasculitis.
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Resumo

A Neurocisticercose (NCC) é uma doenga amplamente distribuida no mundo causada
pelo estadio larval da Taenia solium, sendo considerada uma das mais importantes infec¢des
do sistema nervoso central. Poucos sdo os estudos com modelos experimentais de NCC, o
mais estudado utiliza camundongos BALB/c fémeas inoculadas com Mesocestoides corti.
Objetivou-se no presente trabalho analisar a influéncia da IL-4 na resposta inflamatdria
desencadeada pelo modelo experimental de NCC utilizando cisticercos de Taenia crassiceps.
Utilizou-se camundongos BALB/c convencionais ¢ BALB/c desprovidos do gene para IL-4
(KO-IL-4) inoculados intracranialmente com cisticercos e eutanasiados aos 7, 30, 60 e 90
dias apo6s a infecgdo (DAI). A auséncia da IL-4 induziu um maior parasitismo nos animais.
Na fase inicial da infec¢do os animais KO-IL-4 apresentaram menor intensidade no infiltrado
inflamatério na interface parasito-hospedeiro com polimorfonucleares ¢ edema
intraparenquimatoso. Ainda nos animais KO-IL-4, na fase tardia, houve menor
desenvolvimento de ventriculomegalia, inflamag@o no tecido do hospedeiro e nas meninges,
além de favorecer maior sobrevivéncia dos cisticercos. As duas linhagens foram capazes de
destruir cisticercos aos 90 DAI, porém nos animais com auséncia de IL-4, ainda encontrou-se
cisticercos em estadio larval nesse periodo experimental. De acordo com as analises
anatomopatoldgicas bem como do processo inflamatdrio nos encéfalos dos animais, acredita-
se que a auséncia da IL-4 induza uma menor intensidade no infiltrado inflamatério, menor

ventriculomegalia e perivasculite.
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Introducéo

A Neurocisticercose (NCC) é uma doenga amplamente distribuida no mundo causada
por Cysticercus cellulosae, um estadio larval da Taenia solium, sendo considerada uma das
mais importantes infec¢des do sistema nervoso central (SNC) e um problema de satde
publica negligenciado, principalmente em paises em desenvolvimento (Garcia et al. 2002;
Prasad et al. 2008).

Estima-se que aproximadamente 50 milhdes de pessoas estejam infectadas e mais de
50 mil morram por cisticercose anualmente, sendo que 32 milhdes de pessoas infectadas
encontram-se na Africa, onze milhdes na Asia e trés milhdes nas Américas. Na América
Latina cerca de dezoito paises apresentam casos de cisticercose, tais como: Argentina,
Venezuela, México, Colombia, Guatemala, Uruguai ¢ Brasil (Flisser 1991; MMWR 1992;
WHO 2010).

Nos tultimos tempos, a morbidade tem aumentado também em paises desenvolvidos
devido a grande imigracdo de individuos albergando o parasito, provenientes de regides
endémicas (Prassad et al. 2008; White Jr et al. 2011). A doenca apresenta amplo
polimorfismo clinico e laboratorial o que dificulta seu diagnodstico. Pode ser assintomatica ou
se manifestar através de varios sintomas inespecificos tais como: cefaléia, hipertensdo
intracranial, epilepsia, deméncia e depressdo. A manifestacdo dos sintomas ¢ resultante da
interagdo parasito-hospedeiro ¢ da intensidade da resposta inflamatdria ao redor do parasito e
a distancia. De acordo com estudos clinicos e epidemioldgicos a NCC apresenta alta
prevaléncia em varios estados brasileiros como o Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais ¢ Goias
(Agapejev et al. 2003 e 2007).

Na resposta imune, as citocinas exercem um importante papel na organizag¢do das
respostas essenciais para o controle e eliminagdo parasitaria. A producdo de citocinas como
IFN-y, IL-2 e IL-12p40 no inicio da infec¢do, tem sido associada com a indu¢do de uma forte
resposta imune celular que ¢ importante para a eliminag¢do de parasitos intracelulares. Essas
citocinas estdo associadas a uma resposta do tipo 1. Enquanto que as IL-4, IL-5 e IL-13
participam da resposta imune humoral produzindo anticorpos, que estdo classicamente
associados com a imunidade a parasitos extracelulares, caracterizando uma resposta imune do
tipo 2 (Maizels et al. 2003).

Na cisticercose experimental intraperitoneal por Taenia crassiceps, modelo mais
utilizado para estudo da cisticercose, ocorre inicialmente uma resposta do tipo 1, modificando
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em seguida para uma forte polarizag¢do de resposta do tipo 2, trés ou quatro semanas apos a
infecedo (Villa & Kuhn 1996; Terrazas et al. 2008). A modificagdo ocorre devido a
habilidade inerente do parasito e seus antigenos em modular a resposta imune. Uma resposta
inicial do tipo 1 estd associada com um baixo crescimento parasitario, ao passo que a tipo 2
com o aumento da carga parasitaria (Terrazas et al. 2008). Neste periodo, grandes
quantidades de IFN-y e anticorpos IgG2a antigeno-especifico sdo detectados e a atividade dos
macrofagos parece ser proinflamatoria, comprovada pelos altos niveis de IL-12 e o6xido
nitrico (NO) produzidos. Para que o parasito possa sobreviver a resposta do hospedeiro, ele
modifica rapidamente a resposta do tipo 1 para uma predominantemente do tipo 2. Como
conseqiiéncia, os niveis de IgG2a, IFN-y e macréfagos com atividade préinflamatoria
diminuem ao passo que os niveis de IgGl1, IgE, IL-4, IL-13 e IL-5 aumentam. Nesse caso,
uma resposta imune com perfil do tipo 2, considerada protetora contra infec¢des helminticas,
torna-se prejudicial ao hospedeiro ao favorecer a permanéncia e crescimento do helminto
(Rodriguez-Sosa et al. 2002).

Estudos utilizando o modelo experimental de infec¢do intracranial com cisticercos de
Mesocestoides corti (Cardona et al., 1999), tem sido realizados com o objetivo de esclarecer
o papel das células de defesa e das citocinas (Cardona et al. 2002, 2003), expressdo e
distribui¢do de receptores Toll-like (Alvarez et al. 2010), migragcdo de leucocitos no SNC
(Alvarez et al. 2006, 2007, 2008), estudo das proteinas do complexo juncional e estratégias
de evasdo imune (Alvarez et al. 2008). Segundo dados desses estudos, a resposta imune
durante a infec¢do intracranial esta associada com uma resposta predominantemente do tipo
1, o que parece ocorrer direcionado pelos linfocitos Tyd (gama-delta), que chegam ao local de
infeccdo logo nos primeiros dias apds a infeccdo e permanecem durante todo o curso,
induzindo um aumento na produgdo de citocinas proinflamatdrias e uma maior resposta
celular local (Terrazas et al. 2008). Respostas imunes do tipo 2, em estudos desenvolvidos,
inoculando intraperitonealmente cisticercos de 7. crassiceps em camundongos BALB/c, estes
apresentaram maior crescimento parastitario e uma resposta permissiva (Larralde et al. 1995;
Terrazas et al. 1998; Villa & Kuhn 1996, Fragoso et al., 1998).

O objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia da IL-4 na resposta inflamatdria e
reagdes anatomopatologicas desencadeadas em camundongos BALB/c convencionais e
desprovidos do gene para essa citocina (KO-IL-4), inoculados intracranialmente com

cisticercos de 7. crassiceps utilizando o modelo experimental de NCC.
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Materiais e métodos

Manutengdo do ciclo. O ciclo bioldgico da T. crassiceps (cepa ORF) vem sendo mantido no
biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias
(IPTSP/UFQ), a partir de camundongos BALB/c fémeas infectadas com cisticercos desde
2002. Apds 90 dias de infecg¢do, os camundongos sfo eutanasiados e necropsiados para
retirada de cisticercos em estadio inicial (Vinaud et al. 2008) e posteriormente inoculados na
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c fémeas ndo infectadas (Vaz et al. 1997).
Animais. Utilizou-se camundongos fémeas BALB/c convencionais e desprovidos do gene de
IL-4 (KO-IL-4) cujas matrizes foram doadas pela Dr. Nancy Noben-Trauth (NIH,
Bethesda,MD, USA). As matrizes foram mantidas no Biotério do IPTSP/UFG. Para o
delineamento do experimento, utilizaram-se camundongos fémeas de 8 a 12 semanas de
idade, com o peso de 20 a 30 gramas. Os camundongos foram inoculados intracranialmente e
distribuidos em quatro grupos contendo cinco camundongos por dia experimental, sendo eles:
Grupo 1 — 20 camundongos BALBc convencionais infectados intracranialmente com
cisticercos de T. crassiceps; Grupo 2 — 20 camundongos BALBc convencionais inoculados
intracranialmente com solucdo salina; Grupo 3 — 20 camundongos BALB/c KO-IL-4
infectados intracranialmente com cisticercos de 7. crassiceps; Grupo 4 - BALB/c KO-IL-4
inoculados intracranialmente com solug@o salina. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica na Experimenta¢do em Animais (CEEA/CEP-UFG), protocolo niimero 034/09.
Infeccdo experimental. Para a realizacdo da inoculagdo, os animais foram pesados e
anestesiados intraperitonealmente com uma solucdio anestésica de Cetamina 100mg/ml e
Xilazina 20mg/ml na propor¢do de 0,1ml/10g (CETEA-UFMG 2008, Alvarez et al., 2008).
Apbs tricotomia da porgdo superior da cabeca seguida por antissepsia com iodo tdpico, uma
incisdo longitudinal e mediana na pele do cranio foi feita com lamina de bisturi. O orificio de
trepanagdo foi realizado com uma broca (44,5mmX2mm) movida por micromotor (LB100 —
Beltec) (Michailowsky et al., 2003) na topografia do osso parietal direito a 3mm da linha
média (sutura sagital) e 3mm posterior a sutura coronal a 4mm de profundidade. Os animais
infectados foram inoculados intracranialmente com 3 a 5 cisticercos em estadio inicial
(Vinaud et al., 2008) em seguida, o orificio de trepanagdo foi fechado com massa plastica
estéril e a incis@o suturada.

Retirada dos encéfalos para andlise. Aos 7, 30, 60 e 90 dias ap6s a inoculagdo (DAI) os

animais foram anestesiados intraperitonealmente com 0,1ml/10g da solucdo de Xilazina a 2%
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e Cetamina a 10%. Posteriormente os animais foram submetidos a eutandsia por
deslocamento cervical, para a coleta do encéfalo para posterior analise.

Andlise Histopatologica. A analise histopatologica foi realizada com fragmentos de
encéfalos fixados em formoldeido a 10% tamponado, desidratados em alcoois, diafanizados
em xilol, incluidos em parafina e confeccionados blocos. Em seguida foram confeccionados
em microtomia, cortes de 5 um de espessura. Os fragmentos foram capturados em laminas de
vidro e posteriormente, corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) ou outras técnicas
histoquimicas quando necessario, tais como; picro-sirius, para a identificagdo de fibrose;
acido periddico de Schiff (PAS), para depdsito de radicais glicidicos; von Kossa, para
deposito de sais de calcio e vermelho Congo para beta-fibrilose (Lino-Jr et al., 2002).
Quantificacdo de cisticercos e classificagdo em etapas de desenvolvimento. Por meio da
microscopia descreveu-se a localizagdo anatdmica dos cisticercos e classificou-se de acordo
com a fase de desenvolvimento em inicial, larval e final de acordo com Vinaud et al (2008).
Anadlise dos Processos Patologicos Gerais. Os processos patoldgicos gerais foram analisados
no parasito, na interface parasito-hospedeiro ¢ no tecido do hospedeiro observando: 1)
alteragoes da célula; 2) alteragdes do intersticio; 3) altera¢des locais da circulagido sangiiinea;
4) pigmentacdes patoldgicas; 5) calcificacdo patologica; 6) edema; 7) inflamagdo; e 8)
distarbios no crescimento e diferenciacéo celular. Os processos patologicos descritos foram
classificados de forma semi-quantitativa, seguindo os seguintes critérios: ausente, discreta
com comprometimento de até 25% da area, moderada de 26 a 50% e acentuada acima de
50% de comprometimento (Lino-Jr et al., 2002).

Andlise Estatistica. A analise estatistica foi realizada por meio do programa Sigma Stat 2.3.
Todas as variaveis foram testadas quanto a distribuicdo normal e varidncia homogénea. Por
apresentarem distribuicdo n3o normal, as varidaveis foram analisadas pelo teste ndo
paramétrico de Manh-Witney. As diferengas observadas foram consideradas significantes
quando p<0,05.

Resultados

Macroscopia, estadio de desenvolvimento e localizacao dos cisticercos
A partir dos 30 DAI, constatou-se hiperemia, diminui¢do da consisténcia do encéfalo
e presenca de cisticerco no interior dos ventriculos, na maioria dos casos, associados a

ventriculomegalia, hipotrofia do parénquima cerebral adjacente e/ou desvio das estruturas da
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linha média. Essas altera¢des patologicas foram mais acentuadas nos animais convencionais a
partir dos 30 DAI (Figura 7).

Dos 40 animais infectados, 60% (n=24) apresentaram cisticercos no encéfalo. O
acometimento dos camundongos BALB/c selvagens foi de 20% (n=4) enquanto que nos
animais KO-IL-4 foi de 100% (n=20). Nos animais KO-IL-4 encontrou-se maior parasitismo
uma vez que 25% (n=5) apresentaram mais de um cisticerco. Nos convencionais e KO-1L-4
observou-se cisticercos em estadio final, ou seja, destruidos somente aos 90 DAI (Tabela 4).
Discretas areas de fibrose na regido subependiméria foram observadas nos animais
convencionais aos 90 DAI e em todos os cisticercos em estadio final de desenvolvimento.
Constatou-se uma diminuicdo dos depositos de glicogénio no interior dos cisticercos a

medida que os mesmos foram sendo destruidos (Tabela 4).

Reacdes na interface parasito-hospedeiro e no tecido do hospedeiro

Tanto nos animais convencionais quanto nos KO-IL-4 aos 7 DAI, foram observadas
alteragdes discretas como: microgliose, edema, hiperemia, ependimite e ventriculomegalia
(Figura 8-A e B). Nos camundongos BALB/c aos 30 DAI observou-se um maior infiltrado
inflamatorio na interface parasito-hospedeiro e gliose (Figura 8-C e D, Tabela 5). Aos 30
DAI n2o ocorreu diferenca entre as linhagens quanto a hiperemia, edema, meningite,
microgliose e ependimite. A auséncia da IL-4 induziu menor intensidade no infiltrado
inflamatdrio com predominio de polimorfonucleares e edema intraparenquimatoso, por outro
lado, apresentou ventriculomegalia (Tabela 5).

Nos KO-IL-4 aos 60 DAI observou-se ventriculomegalia, meningite e infiltrado
inflamatdrio tanto na interface parasito-hospedeiro, quanto no tecido do hospedeiro foram
menores em compara¢do aos convencionais (Figura 9-A e B, Tabela 5). Além disso, a
auséncia da IL-4 favoreceu uma maior sobrevivéncia dos cisticercos, uma vez que estes
foram observados predominantemente em estadio larval.

Aos 90 DAI a auséncia da IL-4 manteve a intensidade do infiltrado inflamatério
menor tanto na interface quanto no tecido do hospedeiro, bem como na ependimite (Tabela
5). A sobrevivéncia e viabilidade dos cisticercos continuaram favorecidas pela auséncia da
IL-4 (Figura 9-C ¢ D).

Em todos os animais controle de ambas as linhagens foram observadas uma discreta

hiperemia e edema na fase inicial da infec¢ao.
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Discussao

O presente trabalho avaliou o papel da IL-4 na NCC experimental fazendo uma
analise anatomopatologica das lesdes para compreensdo dos processos inflamatdrios
envolvidos. Por ser a IL-4 a principal citocina da resposta imune do tipo 2, possuindo agéo
indutora e efetora nas células Th2 e estimular a troca de isotipo de anticorpos nas células B
para a producdo de IgE, utilizou-se camundongos desprovidos do gene para IL-4. Além de
possuir uma ag¢do supressora sobre as fungdes do IFN-y sobre os macrdéfagos exercendo uma
inibicdo sobre a atividade dessas células. Para essa investigacdo, foi empregada uma técnica
experimental adaptada de Michailowsky et al. (2003) e Alvarez et al. (2010), utilizando
cisticercos de 7. crassiceps por apresentarem grande similaridade antigénica com os
cisticercos de 7. solium (Vaz et al. 1997).

Todos os animais infectados apresentaram altera¢cdes macro € microscopicas, mesmo
que discretas inclusive nos animais BALB/c de 07 e 30 DAI que ndo apresentaram cisticercos
na analise microscopica. Como em todos os grupos que apresentaram cisticercos no encéfalo,
estes em sua maioria estavam localizados no interior dos ventriculos laterais (Tabela 5), a
resposta inflamatéria nfo se tornou intensa. Fato observado na literatura, que descreve no
haver a necessidade da presenca de cistos intraventriculares para o desenvolvimento de
alteracdes como ventriculomegalia, bastando a presenga de antigenos circulantes do parasito
e mesmo quando presentes nas cavidades ventriculares ndo apresentam uma resposta
inflamatdria exarcebada (Garcia et al. 2002). Ndo foram observadas areas de calcificagdes
tanto nos cisticercos quanto no tecido do hospedeiro, o que Cuetter et al (1997) e Lino-JR et
al (2002) ja haviam constatado ao estudar NCC intraventricular em humanos. A diminui¢io
gradativa de depositos de glicogénio no interior dos cisticercos esta em acordo com os dados
encontrados na literatura em seres humanos (Lino-Jr et al., 2002).

Foi constatado que o cisticerco em estadio inicial apresentava discreto processo
inflamatdrio ao seu redor e, somente com a perda na capacidade de modular a resposta
inflamatdria (morte do parasito ou estadio final), o processo se intensificava com presenca de
disreta fibrose. Segundo Alvarez et al. (2010), o cisticerco possui uma capacidade intrinseca
de imunomodulac¢do através de glicoproteinas presentes na superficie de seu tegumento,
capaz de manté-lo viavel e dessa forma, sendo comum nas analises histologicas de cérebros
de individuos assintomaticos observar parasitos encistados viaveis com pouca ou nenhuma
evidéncia de inflamacdo ao seu redor, colaborando para que essa inflamagao se torne cronica.
Além da imunomodulago, os cisticercos utilizam outros mecanismos para enganar o sistema

54



imune do hospedeiro, como a propria resposta imune. Flisser et al (1991) analisando cistos
obtidos de cérebros infectados com cisticercos demonstraram IgG, IgM, IgA e IgE do
hospedeiro na superficie ¢ fluido, sugerindo que os parasitos sobrevivam recobrindo-se de
imunoglobulinas do hospedeiro, provavelmente através de receptores Fc presentes na
superficie de seu tegumento.

Observou-se que os animais BALB/c convencionais apresentavam evolucdo crescente
no processo inflamatdrio tanto na interface, quanto no tecido do hospedeiro, ocorrendo
destruicdo parcial dos cisticercos aos 60 DAI. Nos animais IL4-KO, a evolugdo do processo
inflamatdrio ndo foi resolutiva, uma vez que, durante todo o periodo experimental ainda
encontraram-se cisticercos viaveis, ndo controlando de forma eficaz a infec¢do. Observagdes
realizadas em outros modelos experimentais demonstram que uma resposta imunoldgica do
tipo 1 ocorre enquanto o parasito estd intacto ¢ uma mistura dos tipos 1 e 2 quando o parasito
comeca a ser destruido (Rodriguez-Sosa et al. 2004). Esses achados sustentam a opinido que
os parasitos mantém o equilibrio com a resposta imune do hospedeiro no inicio da infec¢io,
assim, uma rapida resposta do tipo 1 com produgdo de IgG ¢ desencadeada, mas com o passar
do tempo este equilibrio ¢ modificado para uma resposta do tipo 1 e 2 que podem resultar na
destruicdo dos cisticercos (Del Brutto et al. 2005). Nos casos de NCC humana, encontram-se
em pacientes assintomaticos e sintomaticos padrdoes de resposta imune-inflamatorio
caracteristicos. Onde em pacientes assintomaticos as concentragdes de 1L-4, IL-5 e IL-13 no
sobrenadante de células mononucleares coletadas e estimuladas in vifro, encontravam-se
aumentadas, o que caracterizaria um perfil do tipo 2 (Chavarria et al. 2003). Relacionando o
perfil do tipo 2 desses pacientes com a resolugdo da NCC, enquanto que o perfil do tipo 1
esta relacionado a resposta imune celular maior no parasito como no modelo experimental de
NCC causado pelo Mesocestoides corti. Neste caso, observou-se maior destrui¢do do parasito
¢ predominio desse perfil imunoldgico (Cardona et al. 1999). Todos os controles
apresentaram discreto edema e hiperemia resultantes do trauma mecanico na fase inicial
provavelmente provocado pelo procedimento de inoculag@o.

De acordo com as analises anatomopatoldgicas bem como do processo inflamatdrio
nos encéfalos dos animais, conclui-se que a auséncia da IL-4 induza uma menor intensidade

no infiltrado inflamatoério, menor ventriculomegalia e perivasculite.
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Figura 7: Mesoscopia de encéfalos de BALB/c convencional (A) e desprovido do gene de IL-
4 (B) mostrando ventriculomegalia e desvio da linha média. Na figura B observamos a

presenga de cisticerco (seta) no interior da cavidade ventricular (Escala = 1lmm).
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Figura 8: Fotomicrografia do encéfalo de camundongos BALB/c convencionais e IL4 — KO.

Aos 7 DAI, os animais convencionais (A) observou-se lesdes nas paredes do ventriculo
(seta); nos KO-IL-4 (B) obsevou-se perivasculite (cabeca de seta) e discreto infiltrado
infiltrado inflamatorio (seta). Aos 30 DAI, os animais convencionais apresentavam lesdes
mais acentuadas com presenca de cristais de colesterol na regido ependimaria (seta) e os KO-
IL-4 cisticercos em estadio larval de desenvolvimento (seta) e discreto infiltrado inflamatorio

(HE, escala = 100um).
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Figura 9: Fotomicrografia do encéfalo de camundongos BALB/c convencionais e IL4 — KO.
Aos 60 DAI, observou-se nos animais convencionais (A) cisticerco em estadio larval de
desenvolvimento (seta) com infiltrado inflamatoério perivascular (cabeca de seta) proximo ao
parasito, nos KO-IL-4 (B) o cisticerco observado também encontrava-se em estadio larval
(seta) e infiltrado inflamatdrio (cabeca de seta). Aos 90 DAI, os convencionais (C)
apresentavam cisticerco em estadio final (seta) , sendo constatada a presenca de cisticerco em

estadio final (cabeca de seta) nos KO-IL-4 (D) (HE, barra = 100pum).
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Tabela 4: Processos patologicos encontrados nos parasitos em camundongos BALB/c

convencionais ¢ desprovidos do gene da IL-4 submetidos & infec¢do experimental por

cisticercos de Taenia crassiceps.

CON KO
07 30 60 90 07 30 60 90
DAI DAI  DAI  DAI DAI DAI DAI DAI
Estadio - - LAR  FIN INT LAR LAR  LARFIN
Localizagio =~ VL VL VL VL VL/3°V VL VL VL
LI(MN, - - ++ ++ + + + +
PMN)
Calcificago - - - - - - - -
Fibrose - - - + - - - +
D.glicogénio - - ++ + + ++ ++ +

Legenda: CON (Convencionais), KO (Knockout, BALB/c 1L4-KO), DAI (Dias de infec¢io),

MN (Mononuclear), PMN (Polimorfonuclear), - ausente, + discreto, ++moderado, +++

acentuado, VL (Ventriculo lateral), 3°V (terceiro ventriculo), LAR(Larval), FIN (Final), n=5

por dia experimental.
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Tabela 5: Processos patoldgicos encontrados na interface parasito/hospedeiro em
camundongos BALB/c convencionais desprovidos do gene para IL-4 e submetidos a infec¢ao

experimental por cisticercos de Taenia crassiceps.

CON KO

07 30 60 90 07 30 60 90
DAI DAI DAI DAI DAI DAI DAI DAI
Ventriculomegalia + + ++ +++ + ++ ++ +++
Hiperemia + + ++ + + ++ ++ 4+
LInf. - MN + + ++ ++ + ++ ++ T+
LInf. - PMN + ++ ++ +++ + ++ ++ ++
Perivasculite + ++ ++ -+ ++ + + ++

Legenda: CON (Convencionais), KO (knockout, BALB/c IL4-KO), DAI (Dias de infec¢@o),
MN (Mononuclear), PMN (Polimorfonuclear, - ausente, + discreto, ++moderado, +++

acentuado, n=5 por dia experimental.

64



Tabela 6: Processos patoldgicos encontrados no tecido do hospedeiro em camundongos
BALB/c convencionais desprovidos do gene para IL-4 submetidos a infec¢do experimental

por cisticercos de Taenia crassiceps.

CON KO
07 30 60 90 07 30 60 90
DAI DAI DAI DAI DAI DAI DAl  DAI
Calcificagdo - - - - - - - -
Fibrose - - - + - - - +
Depdsito de - - - - - - - -
glicogénio

Microgliose + + + + + + + +
Meningite + + ++ ++ + + + +
Gliose + ++ + + + ++ ++ T
Edema + ++ + + + + + +
Hiperemia + + + + + + + +
Ependimite + + + ++ + + + +
Perivasculite + ++ ++ -+ + ++ ++ ++
LInf— MN + + ++ ++ ++ ++ T T+
LInf— PMN + ++ ++ -+ ++ ++ + ++

Legenda: CON (Convencionais), KO (knockout, BALB/c 1L4-KO), DAI (Dias de infecc¢io),
MN (Mononuclear), PMN (Polimorfonuclear, - ausente, + discreto, ++moderado, +++

acentuado, n=5 por dia experimental.
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Abstract

Responsible for over than 50 thousand annual deaths neurocysticercosis (NCC) is one
of the main parasitosis of the central nervous system (CNS) and the main cause of active
epilepsy in patients with neurologic clinics in development countries such as Mexico and
Brazil. Studies demonstrate that C57BL/6 mice are more resistant to experimental
intraperitoneal infection with Taenia crassiceps cysticerci as they present a predominance of
type 1 immune response. This study aimed the evaluation of IFNy role in the inflammatory
response of conventional C57BL/6 mice and C57BL/6 mice lacking IFNy gene (KO- IFNy)
inoculated via intracranial with 7. crassiceps cysticerci. Those mice were inoculated via
intracranial with cysticerci and euthanized at 7, 30, 60 and 90 days after the infection (DAI)
and had their brains removed and histopathologically analyzed. In conventional animals the
presence of IFNy induced ventriculomegaly with greater intensity due to the chronification of
the inflammatory response which was more intense with greater microgliosis and precocious
destruction of the cysticerci. While in the KO-IFNy animals the inflammatory response was
less intense with prevailance of polimorphonuclear cells. The increase in the mononuclear
cells occurred only at 90 DAI when the destruction of the parasites occurred. In conclusion,
this results show that IFNy plays a fundamental role in the stimulus of the inflammatory
response against the intraventricular 7. crassiceps cysticerci and stimulates the microglia
cells and the intensity of the inflammatory response in the host which induces the precocious

destruction of the parasite.
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Resumo

Responsavel por mais de 50 mil mortes anuais, a Neurocisticercose (NCC) ¢ uma das
principais parasitoses do sistema nervoso central (SNC) e a principal causa de epilepsia ativa
em pacientes de clinicas neurologicas em paises em desenvolvimento, como México e Brasil.
Estudos demonstram que os camundongos C57BL/6 s3o mais resistentes a infec¢do
experimental intraperitoneal por cisticercos de Taenia crassiceps por apresentarem uma
resposta predominantemente do tipo 1. O objetivo desse estudo foi avaliar o papel do IFNy na
resposta inflamatéria em camundongos C57BL/6 convencionais e desprovidos do gene de
IFNy (KO- IFNy) inoculados intracranialmente com  cisticercos de T.
crassiceps.Camundongos C57BL/6 e KO- IFNy foram inoculados intracranialmente com
cisticercos e eutanasiados aos 7, 30, 60 e 90 dias ap6s a infec¢do (DAI), para a retirada dos
encéfalos e analise histopatoldgica. Nos animais convencionais a presen¢a do IFNy induziu
ventriculomegalia com maior intensidade, devido a cronificacdo da resposta inflamatéria
tornando-a mais intensa, maior microgliose e destruicdo precoce dos cisticercos. Enquanto
que nos animais KO-IFNy, a resposta inflamatdria foi menos intensa com o predominio de
polimorfonucleares, ocorrendo o aumento de mononucleares aos 90 DAI, sé entdo destruindo
os cisticercos. Em conclusdo, os resultados mostraram que o IFNy exerce um papel
fundamental no estimulo da resposta inflamatdria contra os cisticercos intraventriculares de
T. crassiceps, estimulando as células da micréglia e a intensidade da resposta inflamatéria do

hospedeiro, provocando destrui¢do mais precoce dos parasitos.
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Introducéo

Responsavel por mais de 50 mil mortes anuais (WHO 2010) a Neurocisticercose
(NCC) é uma das principais parasitoses do sistema nervoso central (SNC), considerada pela
Organizagio Mundial da Saude (OMS), uma doen¢a negligenciada em muitos paises
desenvolvidos (Flisser et al. 1991; Agapejev et al. 2003).

A NCC ¢ identificada como a principal causa de epilepsia ativa em pacientes de
clinicas neuroldgicas em paises em desenvolvimento, como o México e Brasil (Del Brutto et
al., 2005). A doenga é responsavel por até 2% das admissdes neuroldgicas e neurocirirgicas
no Sul da Califérnia e mais de 100 casos anuais nos Estados Unidos (Prasad et al. 2008).
Schenone et als.(1982) relataram a existéncia da NCC na América Latina em 18 paises, com
uma estimativa de 350 mil pacientes.

A resposta imune inicial no modelo experimental murino da NCC utilizando
Mesocestoides corti é do tipo 1 (Cardona et al. 1999), porém ela ndo resolve completamente a
infecgfo, possivelmente devido as estratégias de evasdo do parasito (Alvarez et al. 2008). Na
NCC murina, baixas quantidades de parasitos sdo habeis em promover uma resposta inicial
do tipo 1, capaz de eliminar patégenos (Alvarez et al. 2010). No modelo murino ocorre
acumulo de parasitos e células inflamatorias em areas extraparenquimatosas do encéfalo,
como nos ventriculos, meninges e espaco subaracnoideo iniciando de 1-3 dias ap6s a infec¢do
(Cardona et al. 1999). Com o progresso da infec¢do, parasitos e células imunes atingem o
parénquima cerebral ¢ a intensidade da inflamagdo aumenta, fato relacionado aos sintomas
clinicos mais graves (Cardona et al. 1999; Sciutto et al. 2007). As citocinas produzidas pelas
células infiltradas no SNC durante a infecgdo (IL-2, IL-12, IL-15, IFNy e TNF-a) indicam
uma resposta do tipo 1, mediada por células. A produgdo de citocinas antiinflamatérias como
a IL-4 (do tipo 2) e IL-10 (reguladora) sdo detectadas em baixos niveis (Cardona et al. 1999).

Poucos sdo os estudos com modelos experimentais de NCC, o mais estudado utiliza
camundongos BALB/c fémeas inoculadas com Mesocestoides corti e foi desenvolvido pelo
grupo de Cardona (1999). A partir deste trabalho alguns estudos sobre NCC experimental
foram desenvolvidos para esclarecer o papel das células de defesa e das citocinas (Cardona et
al. 1999, 2002, 2003), expressdo e distribuicdio de receptores Toll-like, migragdo de
leucdcitos no sistema nervoso central (Ransohoff et al. 2003), estudo das proteinas do
complexo juncional (Alvarez et al. 2007, 2008 e 2009) e estratégias de evasdo imune
(Alvarez et al. 2008). Algumas observagdes ja foram feitas com a utilizagdo desse modelo
experimental, onde a resposta imune durante a infec¢fo estd associada com uma resposta
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predominantemente do tipo 1, o que parece ocorrer direcionado pelos linfocitos Tyd (gama-
delta), que chegam ao local de infeccdo logo nos primeiros dias apds a infeccdo e
permanecem durante todo o curso, induzindo as células imunes a produzirem citocinas do
tipo 1 (Terrazas et al. 2008).

De acordo com a literatura, camundongos C57BL/6 convencionais sdo mais
resistentes a infeccdo experimental intraperitoneal por cisticercos de 7. crassiceps por
apresentarem uma resposta predominantemente do tipo 1 (Fragoso et al. 1998; Terrazas et al.
2008). Esse trabalho teve como objetivo, avaliar o papel do IFNy na resposta inflamatoria em
camundongos C57BL/6 convencionais e desprovidos do gene para IFNy infectados

intracranialmente com cisticercos de 7. crassiceps.

Materiais e métodos

Manutengdo do ciclo. O ciclo bioldgico de T. crassiceps (cepa ORF) vem sendo mantido no
biotério do IPTSP/UFG, a partir de camundongos BALB/c fémeas infectadas com cisticercos
desde 2002. Apds 90 dias de infecg¢do, os camundongos foram eutanasiados e necropsiados
para retirada de cisticercos em estadio inicial (Vinaud et al. 2008) que posteriormente foram
inoculados na cavidade peritoneal de camundongos BALB/c fémeas nao infectadas (Vaz et
al. 1997).

Animais. Utilizou-se camundongos C57BL/6 convencionais ¢ desprovidos do gene de IFNy
(KO- IFNy) com 8 a 12 semanas de idade, pesando de 20 a 30 gramas, fornecidos e mantidos
pelo Biotério do IPTSP-UFG. Para o experimento camundongos foram inoculados
intracranialmente e distribuidos em quatro grupos contendo cinco camundongos por dia
experimental, sendo eles: Grupo 1 — 20 camundongos convencionais infectados
intracranialmente com cisticercos; Grupo 2 — 20 camundongos convencionais inoculados
intracranialmente com solugdo salina; Grupo 3 — 20 camundongos KO-IFNy infectados
intracranialmente com cisticercos, Grupo 4 — 20 camundongos KO-IFNy inoculados
intracranialmente com solugio salina. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica na
Experimentagdo em Animais (CEEA/CEP-UFG), protocolo nimero 034/09.

Infec¢do experimental. Para a realizagio da inoculagdo, os animais foram pesados e
anestesiados intraperitonealmente com uma solu¢do anestésica de Cetamina 100mg/ml e
Xilazina 20mg/ml na propor¢do de 0,1ml/10g (CETEA-UFMG 2008, Alvarez et al. 2008).
Apbs tricotomia da porgdo superior da cabeca seguida por antissepsia com iodo topico, uma
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incisdo longitudinal e mediana na pele do cranio foi feita com lamina de bisturi. O orificio de
trepanagdo foi realizado com uma broca (44,5mmX2mm) movida por micromotor (LB100 —
Beltec) (Michailowsky et al. 2003) na topografia do osso parietal direito a 3mm da linha
média (sutura sagital) e 3mm posterior & sutura coronal a 4mm de profundidade. Os animais
infectados foram inoculados intracranialmente com 3 a 5 cisticercos em estadio inicial
(Vinaud et al. 2008) em seguida, o orificio de trepanacdo foi fechado com massa plastica
estéril e a incis@o suturada.

Retirada dos encéfalos para andlise. Aos 7, 30, 60 e 90 dias apo6s a inoculagdo (DAI) os
animais foram anestesiados intraperitonealmente com 0,1ml/10g da solugéo de Xilazina a 2%
e Cetamina a 10%. Posteriormente os animais foram submetidos a eutandsia por
deslocamento cervical, para a coleta do encéfalo para posterior analise.

Analise Histopatologica. A anélise histopatologica foi realizada com fragmentos de
encéfalos fixados em formoldeido a 10% tamponado, desidratados em alcoois, diafanizados
em xilol, incluidos em parafina e confeccionados blocos. Em seguida foram confeccionados
em microtomia, cortes de 5 um de espessura. Os fragmentos foram capturados em ldminas de
vidro e posteriormente, corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) ou outras técnicas
histoquimicas quando necessario, tais como; picro-sirius, para a identificagdo de fibrose;
acido periddico de Schiff (PAS), para depdsito de radicais glicidicos; von Kossa, para
deposito de sais de calcio e vermelho Congo para beta-fibrilose (Lino-Jr et al. 2002).
Quantificacdo de cisticercos e classificagdo em etapas de desenvolvimento. Por meio da
microscopia descreveu-se a localizagdo anatdmica dos cisticercos e classificou-se de acordo
com a fase de desenvolvimento em inicial, larval e final de acordo com Vinaud et al (2008).
Anadlise dos Processos Patologicos Gerais. Os processos patoldgicos gerais foram analisados
no parasito, na interface parasito-hospedeiro e no tecido do hospedeiro observando: 1)
alteragdes da célula; 2) alteragdes do intersticio; 3) altera¢des locais da circulagido sangiiinea;
4) pigmentagdes patoldgicas; 5) calcificagdo patologica; 6) edema; 7) inflamagdo; e 8)
distarbios no crescimento e diferenciagdo celular. Os processos patologicos descritos foram
classificados de forma semi-quantitativa, seguindo os seguintes critérios: ausente, discreta
com comprometimento de até 25% da area, moderada de 26 a 50% e acentuada acima de
50% de comprometimento (Lino-Jr et al. 2002).

Andlise Estatistica. A analise estatistica foi realizada por meio do programa Sigma Stat 2.3.
Todas as variaveis foram testadas quanto a distribuicdo normal e varidncia homogénea. Por
apresentarem distribuicdo nfo normal, as varidveis foram analisadas pelo teste nfo
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paramétrico de Manh-Witney. As diferencas observadas foram consideradas significantes

quando p<0,05.

Resultados

Analise Macroscépica

Constatou-se hiperemia, diminuicdo da consisténcia do encéfalo e presenga de
cisticerco no interior dos ventriculos, muitas vezes associada a ventriculomegalia, hipotrofia
do parénquima cerebral adjacente e/ou desvio das estruturas da linha média. Com exceg¢éo a
ventriculomegalia, mais intensa nos C57BL/6, as outras alteracdes patologicas foram mais

acentuadas nos animais KO-IFNy (Figura 10).

Classificacao dos cisticercos e localizacio

Dos 40 animais infectados, foram observados cisticercos em 57,5% (n=23). O
acometimento foi de 50% nos animais C57BL/6 convencionais e na auséncia do IFNy foi de
65% (n=13). Dos animais com cisticercos, 82,6% dos parasitos encontravam-se nos
ventriculos laterais, o restante localizavam-se nos ventriculos dorsal, ventral e na regido
meningocortical (Figura 10). Foram observadas discretas areas de fibrose no interior dos
cisticercos em estadio final de ambas as linhagens, ao analisar os tecidos corados por Picro-
sirius e luz polarizada, além da diminui¢do dos depodsitos de glicogénio do parasito a medida

que eram destruidos, evidenciados pela coloragdo de PAS (Tabela 7).

Reacdes na interface parasito-hospedeiro e no tecido do hospedeiro

A andlise anatomopatoldgica foi submetida a todos os animais do estudo, infectados e
controle. Essa andlise foi descrita e documentada para cada animal e posteriormente
elaborada uma média que representasse cada grupo nos dias experimentais propostos (Tabela
8).

Nos animais convencionais com 7 DAI, observou-se um discreto infiltrado
inflamatdrio ao redor do parasito sem comprometimento de sua membrana. Discreta gliose,
edema, hiperemia, microgliose ¢ ependimite (Figura 11-A) também foram observados. Nos
animais KO- IFNy no ocorreram meningite e microgliose. Na auséncia do IFNy o infiltrado
inflamatdrio foi discreto (Figura 11-B) com o predominio de polimorfonucleares proximos ao
parasito, enquanto que nos C57BL6 houve predominio de mononucleares (Tabela §).
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Aos 30 DAI a auséncia do IFNy continuou favorecendo um infiltrado inflamatorio
com predominio de polimorfonucleares ¢ a presencga de cisticercos viaveis em estadio larval
(Figura 11-D), além de menor ventriculomegalia, hiperemia, edema, gliose ¢ microgliose.
Nos animais convencionais ndo foram observados parasitos destruidos, porém, o infiltrado
era predominantemente de mononucleares (Figura 11-C).

Aos 60 DAI, observou-se nos animais KO- IFNy menor microgliose e perivasculite,
ndo ocorrendo a destruicdo dos cisticercos (Figura 12-B), e alteragdo no perfil de células
inflamatdrias (Tabela 8). Nos convencionais foram observados cisticercos em estadio final
(Figura 12-A) com fibrose, necrose e infiltrado inflamatdrio de mononucleares (Tabela 7).

Com 90 DAL, a perivasculite manteve-se nos animais convencionais (Figura 12-C), a
ventriculomegalia tornou-se acentuada e foi observada discreta area de fibrose no interior dos
cisticercos e em algumas regides subependimarias. Apenas nesse grupo foi observada discreta
area de calcificagio no parénquima (Tabela 9), na regido do putdmen caudal. Na auséncia do
IFNy houve uma maior inflama¢8o nas meninges, destrui¢do do parasito (Figura 12-D) e
infiltrado com igual intensidade de polimorfonucleares e mononucleares. (Tabela 9).

Em todos os animais controle de ambas as linhagens foram observadas uma discreta

hiperemia e edema na fase inicial da infec¢ao.

DISCUSSAO

Avaliando a influéncia das citocinas na resposta inflamatdria do hospedeiro frente a
uma infec¢éo parasitaria no SNC, utilizou-se cisticercos de 7. crassiceps, por apresentarem
similaridade antigénica com os cisticercos de 7. solium (Alvarez et al. 2007). Inoculando
intracranialmente esses parasitos, camundongos C57BL/6 convencionais ¢ desprovidos do
gene para [FNy foram utilizados para observar a influéncia dessa citocina no direcionamento
da resposta inflamatoria.

De acordo com os resultados do presente trabalho, na auséncia do IFNy observaram-
se caracteristicas de inflamagio aguda até os 60 DAI e somente aos 90 DAI houve um
equilibrio no perfil de células. Enquanto que na linhagem convencional dos camundongos, a
inflamagdo evoluiu da fase aguda para a cronica ao longo do periodo avaliado. Segundo a
literatura, uma resposta do tipo 1 exerce um importante papel na resposta inflamatéria da
doenca e eliminacdo do parasito, enquanto que a do tipo 2 parece estar mais envolvida na
inibicdo de uma forte resposta inicial (Prasad et al. 2008), fato também observado neste
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trabalho com os animais KO-IFNy, onde pode-se notar um favorecimento de um perfil do
tipo 2 e retardo na destruicdo do parasito, o que pode ter induzido a ativag@o alternativa de
macrofagos através da agdo da IL-4, diminuindo a intensidade da resposta inflamatoria e
direcionando para uma resposta mais antiinflamatdria no tecido do hospedeiro de acordo com
Terrazas et al.( 2008).

A proliferagdo de células da micrdglia, microgliose, foi visualizada de forma mais
freqiiente nos animais convencionais do que na auséncia de IFNy. As microglias sdo células
do sistema monofagocitario presentes em praticamente todo o parénquima cerebral e
representam a primeira linha de defesa contra patdogenos invasores. Na auséncia de lesdes,
essas cclulas possuem uma morfologia dendritica com muitos processos altamente
ramificados, caracterizada como micrdglia de repouso (papel neurotréfico) (Polazzi &
Contestabile, 2002; Streit, 2002) e apods lesdo parenquimal, receberiam estimulos, resultando
na modificagdo em sua morfologia para uma forma ameboide semelhante aos macrofagos e
aquisicdo de novas funcdes efetoras fagociticas, apresentagdo de antigenos e indugdo da
inflamago (Aloisi, 2001). Uma das citocinas envolvidas nessa conversio da microglia € o
IFNy (Baker & Manuelidis, 2003).

No modelo experimental de NCC apresentado neste trabalho, 82,6% dos cisticercos
visualizados encontravam-se no interior dos ventriculos e foi comum o achado de
ventriculomegalia ¢ distor¢cdo das estruturas da linha média. A cisticercose intraventricular
tem sido documentada em varios trabalhos como uma forma da NCC humana em
aproximadamente 16% dos casos de autopsia estudados (Pittella et al. 1997). Segundo Del
Brutto et al (2005), nos casos de NCC humana extraparenquimatosa, a hipertensdo
intracraniana ¢ a manifestagdo mais comum e pode ser devido ao efeito de massa, distor¢io
da anatomia normal da circulagdo do liquor, obstrugdo direta do sistema ventricular pelo
cisticerco ou reagdo inflamatéria na meninge. Tais alteragdes foram observados nos animais
com infecgdo intraventricular no presente estudo. A cisticercose intraventricular induz a uma
menor resposta inflamatoria, ndo apresenta calcificacdes e discreta meningite (Cuetter et al.
1997; Agapejev et al. 2007). Nos animais convencionais, aos 90 DAI, observou-se pequenas
areas de calcificacdo na regido ependimaria, dados também encontrados na literatura em
casos de NCC humana (Cuetter et al. 1997; Lino-Jr et al. 2002). modelo experimental com a
doenga em humanos. Além de maior ventriculomegalia que nos animais KO-IFNy,

provavelmente por possuirem uma resposta predominantemente inflamatéria do tipo 1.
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Na auséncia do IFNy a destrui¢do do parasito ocorreu apenas aos 90 DAI, enquanto
que nos animais convencionais essa destruicdo ocorreu de forma mais precoce aos 60 DAL
Além disso, os cisticercos em estadio inicial apresentaram discreto processo inflamatorio
provavelmente devidoa sua capacidade de modular a resposta inflamatoria, o processo se
intensificava em ambas as linhagens. Segundo Alvarez et al. (2010), o cisticerco possui uma
capacidade intrinseca de imunomodulac¢io capaz de manté-lo viavel e dessa forma, é comum
analises histologicas de cérebros de individuos assintomaticos, por autopsias, demonstrarem
parasitos encistados viaveis com pouco ou nenhuma evidéncia de inflamagdo ao seu redor,
colaborando para que essa inflamagdo se torne cronica. Também foram obsevados no estadio
final desses parasitos, discretas areas de fibrose ¢ consumo dos depdsitos de glicogénio,
confirmando a total destrui¢do dos cisticercos pela resposta inflamatéria do hospedeiro.

Em conclusdo, os resultados mostraram que a inflamagcdo no encéfalo nos
camundongos desprovidos do gene de IFNy ocorreu um processo inflamatério com
caracteristicas da fase aguda marcada pelo predominio dos polimorfonucleares e destrui¢ao
parasitaria tardia. Enquanto que nos animais convencionais a a¢do IFNy na resposta

inflamatdria induziu destrui¢io precoce do parasito.
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Figura 10: Mesoscopia de encéfalo de camundongo C57BL/6 desprovido do gene para IFNy
aos 60 DAI. Presenga de cisticerco meningocortical (seta) e alteragdo da morfologia

encefalica devido a ventriculomegalia (cabeca de seta).
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Figura 11: Fotomicrografia do encéfalo de camundongos C57BL/6 convencionais e
desprovidos do gene para IFNy. Aos 7 DAI, observou-se nos animais convencionais (A)
presenca de cisticercos nos estadios inicial e larval (setas) e uma discreta area de ependimite
(cabega de seta); nos KO-IFNy (B) observou-se cisticerco em estadio inicial de
desenvolvimento (seta). Com 30 DAI, foi possivel observar nos convencionais (C) discreta
meningite (seta); os KO-IFNy (D) apresentaram cisticercos em estadio inicial (setas) no

interior do ventriculo lateral com infiltrado inflamatério (HE, barra = 100pum).
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Figura 12: Fotomicrografia do encéfalo de camundongos C57BL/6 convencionais e

desprovidos do gene para IFNy. Aos 60 DAI, nos camundongos convencionais (A) foi
possivel observar cisticerco em estadio final, ou seja, ja destruido, (seta) com infiltrado
inflamatério Com 90 DAI, foi possivel constatar nos animais convencionais (C) a
continuidade de perivasculite moderada (seta); enquanto que nos animais KO-IFNy (D),

ocorreu o a destrui¢do do cisticerco, estadio final (seta) (HE, barra = 100um).
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Tabela 7: Processos patologicos encontrados no parasito de camundongos C57BL/6

convencionais e¢ desprovidos do gene de IFNy submetidos a infec¢do intracranial por

cisticercos de Taenia crassiceps.

CON KO-IFNy
07 30 60 90 07 30 60 90
DAI DAI DAI DAI DAI DAI DAI  DAI
Estadio INVLAR  LAR FIN FIN INIT INI LAR FIN
Localizagdo VL VL VL VL VL VL VL VL
Calcificagdo - - - - - - - -
Fibrose - - - + - - _ +
Deposito de + ++ + + + + ++ +
glicogénio
LI(MN,PMN) + + ++ ++ - + + ++

Legenda: CON (camundongos C57BL/6 convencionais), KO-IFNy (camundongos C57BL/6
desprovidos do gene para INFy), DAI (Dias de infec¢do), MN (Mononuclear), PMN

(Polimorfonuclear), - ausente, + discreto, ++moderado, +++ acentuado, n=5 por dia

experimental.
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Tabela 8: Processos patoldgicos

encontrados

interface parasito/hospedeiro de

camundongos C57BL/6 convencionais e desprovidos do gene de IFNy submetidos a infec¢do

intracranial por cisticercos de Taenia crassiceps.

KO-IFNy

07 30 60 90 07 30 60 90

DAI DAI DAl  DAI DAI DAI DAl  DAI
Ventriculomegalia + ++ ++ +++ + + ++ ++
Hiperemia + ++ ++ ++ + + + ++
Perivasculite + + ++ ++ + + + A+t
LInf.- MN + ++ ++ - + + + ++
LInf.- PMN + + + ++ + + 4+ A+t

Legenda: CON (camundongos C57BL/6 convencionais), KO-IFNy (camundongos C57BL/6
desprovidos do gene para INFy), DAI (Dias de infec¢do), MN (Mononuclear), PMN

(Polimorfonuclear), - ausente, + discreto, ++moderado, +++ acentuado, n=5 por dia

experimental.
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Tabela 9: Processos patologicos encontrados no tecido do hospedeiro em camundongos
C57BL/6 convencionais ¢ desprovidos do gene de IFNy submetidos a infecgdo intracranial

por cisticercos de Taenia crassiceps.

CON KO- IFNy

07 30 60 90 07 30 60 90
DAI DAI DAI DAI DAI DAI DAI DAI

Microgliose + + + + - - - +
Meningite + + ++ ++ + + T T+

Gliose + + + + - - + +

Edema + + + ++ - + + +
Hiperemia + + ++ ++ + + + T+

Ependimite + + + ++ - + + +
Perivasculite + ++ ++ ++ + + ++ ++
LInf.- MN + ++ ++ +++ + + ++ ++
LInf.- PMN + + + + + + ++ 1+

Legenda: CON (camundongos C57BL/6 convencionais), KO- IFNy (camundongos C57BL/6
desprovidos do gene para INFy), DAI (Dias de infec¢do), MN (Mononuclear), PMN
(Polimorfonuclear), - ausente, + discreto, ++moderado, +++ acentuado, n=5 por dia

experimental.
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6. DISCUSSAO

Ao utilizar modelos de infeccdo intraperitoneal com cisticercos de Taenia crassiceps,
para comparar os resultados encontrados com o que ocorre na NCC na tentativa de entender a
resposta inflamatoria, pode-se perder caracteristicas teciduais importantes ao desconsiderar a
influéncia de proteinas e células presentes no SNC, como astrocitos, micrdglia e pericitos
(Brew et al. 2004). E fato que, a reposta inflamatoria no SNC possui peculiaridades em sua
ativagdo e finalizacdo. A comecar pela auséncia de um sistema linfatico que reabsorva o
excesso de exsudato plasmatico retidos nos tecidos e que sdo reabsorvidos por esse sistema
em outros tecidos. No SNC, o liquido cefalorraquidiano faz o papel da linfa, e o seu excesso ¢
reabsorvido pelas microvilosidades aracnoideas localizadas nos seios venosos. Outra
diferenca ¢ a entrada das células inflamatérias no SNC, que ¢ dificultada em condigdes
normais, uma vez que esse sistema possui uma barreira natural que impede a entrada de
moléculas e células formada pelas jungdes oclusivas das células do endotélio, a barreira
hematoencefalica. Podendo circular em pequena quantidade como um sistema de vigilancia
através das trés principais rotas de infiltragdo leucocitaria (plexo cordide, espago
subaracnoideo e espagos perivasculares parenquimais). Em condigdes patologicas, a entrada
de células inflamatérias aumentam por essas rotas e pela ruptura da barreira
hematoencefalica. O controle da resposta inflamatéria também ¢ diferente no SNC, em
estudos experimentais observou-se que na auséncia de células Tyd (gama-delta) ocorre uma
menor inflamag¢do no SNC. Essas células estimulam uma maior producéo de citocinas do tipo
1, como o IFNy, aumentando a resposta inflamatodria local (Cardona et al. 1999). E quando se
utiliza o modelo experimental de NCC com cisticercos de Mesocestoides corti, t€ém-se a
perda da similaridade antigénica, como da 7. crassiceps com a T. solium. Detalhes
importantes no estudo da NCC murina e humana.

Na resposta inflamatéria das infec¢des murinas com cisticercos de 7. crassiceps,
ocorre um predominio inflamatorio inicial de citocinas do tipo 1 resultando em maior
destruicdo dos cisticercos e aumento de lesdes, alteragdes teciduais e infiltrado inflamatorio.
Essas alteragdes se intensificam a medida que o parasito vai sendo destruido perdendo sua
capacidade moduladora. A resposta imune inicial pode estar diminuida pela agdo de
glicoconjugados liberados do tegumento dos cisticercos, utilizados como mecanismo de
evasdo e modula¢do da resposta imune (Alvarez et al. 2008 ¢ 2010). O acimulo desses
antigenos, que possuem uma natureza bioquimica complexa, no interior das células
fagocitarias pode interferir nas vias intracelulares envolvidas com a apresentacdo de
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antigenos pelas moléculas de histocompatibilidade, inibindo a ativagdo das células T (Alvarez
et al. 2010). Além de se ligarem a moléculas de iniciagdo das vias do complemento,
impedindo a sua ativagdo, bem como linfécitos e producdo de citocinas (White et al. 1997).

Com o decorrer da resposta inflamatéria e aumento na quantidade de células
mononucleares, ocorreu a destruicdo completa dos cisticercos, fato observado nos
camundongos C57BL/6 convencionais ¢ na fase final da inflama¢do nas outras linhagens.
Quando a resposta era predominantemente de polimorfonucleares, o crescimento dos
cisticercos era favorecido e observava-se intensidades maiores de destrui¢do dos tecidos
adjacentes com ventriculomegalia e desvio da linha média. Além de gliose, fibrose, edema,
meningite e perivasculite.

Ao analisar o papel da IL-4 observou-se que sua auséncia favoreu a sobrevida dos
cisticercos, diminuindo a intensidade da resposta inflamatéria e acentuando a
ventriculomegalia. A presenga do IFNy estimulou uma resposta inflamatoria crénica com

aumento da microgliose e destruicdo mais rapida e eficaz dos cisticercos.
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7. CONCLUSOES

As analises anatomopatologicas das quatro linhagens utilizadas de camundongos

infectados pela técnica de inoculagdo intracranial desenvolvida neste trabalho, permitiu

concluir que:

II.

I1I.

Iv.

O modelo experimental de NCC mostrou-se util em reproduzir a doenga nos animais
infectados e sem alteragdes significativas para os controles, resultando em lesdes;

Os camundongos BALB/c também s3o menos resistentes que os C57BL/6 quando
infectados intracranialmente, utilizando o modelo experimental de NCC com
cisticercos de T. crassiceps, o que ocorre também no modelo intraperitoneal;

Na auséncia da IL-4, ocorreu uma diminui¢do na resposta inflamatoria resultando na
destruicdo dos cisticercos somente aos 90 DAI, porém, com menor ventriculomegalia
e perivasculite;

O IFNy exerceu um papel fundamental no direcionamento da respota inflamtdria
intensificando-a contra cisticercos intraventriculares de T. crassiceps, estimulando as
células da micréglia e provocando destrui¢do mais precoce dos parasitos.

A resposta inflamatdéria no SNC possui um controle maior da inflamag@o que outros

tecidos.
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