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Resumo

A neurocisticercose é a doencga parasitaria mais comum do sistema nervoso central. Ela é
ocasionada por infestacéo cerebral pela larva de Taenia solium, que ocorre quando se ingerem
ovos do parasita. O quadro clinico da doenca € variavel e esta relacionado a carga parasitéria,
a localizacdo dos cistos e & interacdo entre parasita e hospedeiro. Uma das diferencas mais
marcantes da neurocisticercose € entre 0s sexos. Em geral, mulheres apresentam as formas mais
graves da doenca, o que sugere haver influéncia de hormonios sexuais na resisténcia ou
suscetibilidade ao parasita. A hipdtese é corroborada por estudos clinicos que demonstraram
diferencas radioldgicas e inflamatorias no liquor de pacientes com neurocisticercose. Em nivel
experimental, a diferenca entre 0s sexos para a cisticercose esta determinada a partir de estudos
que basearam suas analises na inoculacdo de Taenia crassiceps na cavidade peritoneal de
roedores. Fatores imuno-endocrinologicos estdo envolvidos com a suscetibilidade a infeccdo
pelo parasita. Por outro lado, nenhum estudo até 0 momento avaliou se ha diferencas entre 0s
Sex0s na neurocisticercose experimental, ou seja, na inoculagdo intracraniana de parasitas.
Neste trabalho, analisamos se 0 sexo é um fator determinante de diferencas morfoldgicas e
inflamatdrias na neurocisticercose extraparenquimatosa experimental. Foram utilizados 76
ratos Wistar (42 fémeas e 34 machos) pesando entre 150-200g. A inoculacgéo foi feita com a
puncédo do espaco subaracndideo da cisterna magna na transicao occipito-cervical e injecdo de
50 cistos viaveis de T. crassiceps. Apos trés meses da inoculacdo, os animais foram submetidos
eutanasia e seus encéfalos submetidos a estudo histolégico e imunoinzimatico da expressao de
IL6, IL-10 e IFN-y. O estudo histologico evidenciou aumento significativo do ndmero de
linfécitos nos encéfalos de ratos fémeas na regido aracnoide e o estudo imunoinzimatico
mostrou niveis mais altos da citocina IL-6 no encéfalo de ratos do sexo feminino quando
comparados aos encéfalos de ratos masculinos. Concluimos que houve diferenca na resposta

inflamatdrio entre os sexos, sendo a inflamagdo mais agressiva nos ratos fémeas.

Palavras-chave: hidrocefalia; neurocisticercose; modelo experimental



Abstract

Neurocysticercosis is the most common parasitic disease of the central nervous system. It is
caused by brain infestation by the larva of Taenia solium, which occurs when eggs of the
parasite are ingested. The clinical picture of the disease is variable and is related to the parasite
load, the location of the cysts and the interaction between the parasite and the host. One of the
most striking differences in neurocysticercosis is between the sexes. In general, women have
the most severe forms of the disease, which suggests an influence of sex hormones on resistance
or susceptibility to the parasite. The hypothesis is supported by clinical studies that
demonstrated radiological and inflammatory differences in the CSF of patients with
neurocysticercosis. At the experimental level, the difference between the sexes for cysticercosis
is determined from studies that based their analysis on the inoculation of Taenia crassiceps in
the peritoneal cavity of rodents. Immuno-endocrinological factors are involved with the
susceptibility to infection by the parasite. On the other hand, no study to date has evaluated
whether there are differences between the sexes in experimental neurocysticercosis, that is, in
intracranial inoculation of parasites. In this work, we analyze whether sex is a determinant of
morphological and inflammatory differences in experimental extraparenchymal
neurocysticercosis. 76 Wistar rats (42 females and 34 males) weighing between 150-200g were
used. Inoculation was performed by puncturing the subarachnoid space of the cisterna magna
at the occipito-cervical transition and injecting 50 viable T. crassiceps cysts. After three months
of inoculation, the animals were euthanized and their brains were submitted to histological and
enzyme-linked studies of IL6, IL-10 and IFN-y expression. The histological study showed a
significant increase in the number of lymphocytes in the brains of female rats in the arachnoid
region and the enzyme-linked immunosorbent study showed a predominance of the cytokine
IL-6 in the brains of female rats when compared to the brains of male rats. We concluded that
there was a difference in the inflammatory response between the sexes, with inflammation

being more aggressive in female rats.

Keywords: hydrocephalus; neurocysticercosis; experimental model
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Introducdo

A neurocisticercose é a doenca parasitaria mais comum do sistema nervoso central. Ela ocorre
por infestacdo cerebral pela larva de Taenia solium, que acontece quando se ingerem ovos do
parasita. A prevaléncia da doenca diminuiu no final do século XX em razdo de medidas
sanitarias, porém persiste endémica em diversas regies da América Latina, Africa subsaariana
e do Sudeste asiatico. Fluxos migratorios tém determinado o surgimento de casos novos nos
Estados Unidos e na Europa (Fabiano e Bruschi, 2013; Laranjo-Gonzélez et al., 2017; Gripper
e Welburn, 2017; Carpio et al., 2018).

A doenca tem duas formas clinicas classicamente descritas: parenquimatosa e
extraparenquimatosa. Na forma parenquimatosa, os cistos se alojam no intersticio cerebral,
onde podem manter, temporariamente, uma relacao de equilibrio com o hospedeiro através de
estratégias de evasdo da resposta imunologica, ou desencadear respostas inflamatdrias
exuberantes, determinando sintomas como crises epilépticas, cefaleia, déficits focais ou
alteracBes cognitivas (Sotelo, 2011). Em muitos casos, a doenga é assintomatica e o diagndstico
é incidental quando o parasita ja se degenerou, restando apenas calcificacbes no parénquima
encefalico observadas em exames de neuroimagem (White-Jr et al., 2018; Fleury et al., 2006).
Na forma extraparenquimatosa, os cistos se alojam nos compartimentos liqudricos (espaco
subaracnoideo ou ventriculos cerebrais). A resposta inflamatdria causada por cistos nesses
compartimentos pode causar alteracfes do fluxo de liquor com consequente hidrocefalia e

hipertensao intracraniana (Fleury et al., 2011; Bazan et al., 2016; Hamamoto Filho et al., 2021).

Muitos pacientes infectados por T. solium, ndo apresentam a doenca, 0 que sugere haver
variabilidade na suscetibilidade a doenca (Sciutto et al., 2013). Entre os pacientes suscetiveis a
doenca, a gravidade dos sintomas também ¢é varidvel: alguns sdao oligossintomaticos e outros
podem ter quadros tdo graves que evoluem para 6bito, notadamente aqueles que desenvolvem
reacdes inflamatorias extensas com hipertensdo intracraniana associada. Portanto, o quadro
clinico da doenca é bastante variado e est4 relacionado a carga parasitaria, a localizagdo dos

cistos e a interacédo entre parasita e hospedeiro (Fleury et al, 2016).

Outra diferenca que tem chamado atengéo na literatura recente € a heterogeneidade da doenca
em diferentes populacfes. Na América Latina, a forma extraparenquimatosa é frequente, poréem
a cisticercose em outras localizagbes do corpo (como intraorbitaria ou intramuscular) séo

incomuns. Ja na Asia, cistos extraparenquimatosos s30 menos frequentes, proporcionalmente
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h& muitos cistos cerebrais isolados, e muitos casos de cisticercose muscular. Essas diferencas
parecem relacionadas a variabilidade genética das populacbes geograficamente distantes e
também do proprio parasita além de diferencas na apresentacdo da infeccéo (Singh et al., 1997;
Rajshekhar et al., 2000; Cardenas et al., 2016; Hamamoto Filho et al., 2020).

Também hé heterogeneidade na resposta ao tratamento clinico: albendazol e praziquantel sdo
drogas antiparasitarias com comprovada eficacia, e seu uso esta bem estabelecido em diretrizes
de tratamento apoiadas em evidéncias cientificas (White-Jr et al., 2018). Porém,
frequentemente se observam pacientes refratarios ao tratamento clinico, especialmente aqueles
que apresentam a forma extraparenquimatosa da doenga (Céardenas et al., 2010), dado que a
biodisponibilidade dos farmacos € mais baixa no liquor em razao da barreira hemato-liqudrica
(Bonato et al., 2007). Adicionalmente, a heterogeneidade de resposta ao tratamento parece

ligada ao estado inflamatdrio dos pacientes (Céardenas et al, 2014).

Finalmente, uma das diferencas mais marcantes da neurocisticercose € entre 0s sexos. Em
geral, mulheres apresentam as formas mais graves da doenca, o que sugere haver influéncia de

horménios sexuais na resisténcia ou suscetibilidade ao parasita (Nava-Castro et al., 2012).

Evidéncias clinicas da diferenca de neurocisticercose entre os sexos e o papel de horménios

esteroidais

E bem conhecido que esteroides sexuais regulam diversas fungbes organicas como
crescimento, reproducéo e diferenciacdo celular. Mais recentemente, tem chamado atencdo o
papel hormonal na regulacdo de respostas imunoldgicas contra patogenos especificos. A
suscetibilidade a parasitas como Plasmodium sp, Leishmania sp, Trypanosoma cruzi e
Entamoeba hystolitica € maior com horménios masculinos do que com femininos. Com T.

solium, porém, ocorre o oposto (Nava-Castro et al., 2012).

Uma das primeiras observacdes da diferenca da apresentagdo clinica da neurocisticercose entre
homens e mulheres foi feita por Rangel e colaboradores, 1987, notando que uma forma grave
da neurocisticercose, a encefalite cisticercotica, ocorria principalmente em mulheres jovens
(Rangel et al., 1987). Em 1988, Del Brutto e colaboradores especificamente compararam a
doenca entre homens e mulheres. Os autores analisaram caracteristicas de tomografia

computadorizada de 100 pacientes com a forma parenquimatosa da doenca e observaram que
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as mulheres apresentavam mais edema e captacdo de contraste pericistico que os homens,
sugerindo diferencas bioldgicas na resposta a doenca entre os dois sexos (Del Brutto et al.,
1988).

Fleury e colaboradores (2004) analisaram o liquor de pacientes com neurocisticercose e
observaram maior contagem de leucdcitos em mulheres que em homens, demonstrando maior
intensidade de inflamacdo em mulheres. Também observaram que a intensidade da resposta
inflamatdria diminuiu nos pacientes com idade por volta de 50 anos (quando, geralmente, ha
mudanca no padrdo hormonal feminino), sugerindo que mecanismos imuno-endocrinolégicos

estejam envolvidos nos mecanismos fisiopatoldgicos da doenca (Fleury et al., 2010).

Em andlise de marcadores inflamatérios no liquor de pacientes com neurocisticercose,
Chavarria e colaboradores (2005) encontraram niveis mais elevados de interleucinas 5, 6 e 10
em mulheres que em homens. E, embora sem diferenca estatistica, 0s niveis de imunoglobulinas

IgG2 e IgG3 também eram maiores em mulheres que em homens (Chavarria et al., 2005).

Kelvin e colaboradores (2009) analisaram exames de imagem de 171 pacientes, com foco na
visualizacao de cistos transicionais, ou seja, aqueles que passam da fase coloidal para a forma
granulomatosa e que, portanto, estdo sob resposta inflamatdria, excluindo a forma calcificada.
Encontraram uma chance 1,8 vezes maior da ocorréncia destes cistos em mulheres que em
homens (Kelvin et al, 2009).

Cardenas e colaboradores (2012) demonstraram haver, de fato, diferencas endocrinolégicas
em pacientes com neurocisticercose. Comparados a controles sadios, 0s pacientes com
neurocisticercose apresentaram niveis mais baixos de dehidroepiandrostenediona (DHEA).
Além disso, homens com a doenca apresentaram niveis mais baixos de 17-b-estradiol (E2) e
mais altos de horménio luteinizante (LH). Entre os homens com doenga grave, 0s niveis de
testosterona estavam mais baixos e os de horménio foliculoestimulante (FSH), mais altos que
os homens com formas leves da doenca. Ja entre as mulheres, aquelas com as formas graves
apresentaram niveis significativamente mais baixos de progesterona e androstenediona do que
aquelas com a doenca mais leve. Finalmente, também encontraram correlacdo negativa entre
os niveis de E2 e de interleucina-10 (IL-10), uma citocina imunomoduladora,

demonstrando a participacdo de mecanismos imuno-

endocrinoldgicos na fisiopatologia da neurocisticercose (Cérdenas et al., 2012; Sciutto et al.,
2013).
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Em suma, as mulheres apresentam mais frequentemente a forma encefalitica grave da doenca,
mais inflamacgdo ao redor dos parasitas e mais reagcdes inflamatdrias no liquor (Fleury et al.,

2010), e essas diferencas estdo associadas a alteracdes hormonais especificas.

Do ponto de vista terapéutico, o uso de corticoesterdides estd recomendado para prevenir a
exacerbacdo de sintomas clinicos atribuiveis a resposta inflamatoria decorrente da destruicao
dos parasitas (White-Jr et al., 2018). Por outro lado, a administracdo de corticoesterdides
favorece a prépria sobrevivéncia dos parasitas (ou seja, o controle da inflamacao favorece o
hospedeiro, mas também o parasita) (Toledo et al., 2018). Isso se d4 por trés mecanismos: 0s
esteroides induzem imunossupressao, dificultando a eliminacdo dos parasitas; os esteroides
estimulam a prolifera¢do de células T regulatorias e a producdo de TGF , uma molécula que
pode promover a sobrevivéncia do parasita (Adalid- Peralta et al., 2017); os esteroides podem

ser metabolizados pelo parasita, estimulando sua capacidade reprodutiva (Romano et al., 2015).

Portanto, a participacdo de hormonios esteroidais € relevante para a infeccdo, para a

suscetibilidade ao desenvolvimento dos sintomas e para 0 manejo terapéutico da doenca.

Dimorfismo sexual da cisticercose em animais

Num estudo de prevaléncia de cisticercose em porcos, huma comunidade mexicana com
fatores facilitadores da transmisséo da doenca, Morales e colaboradores fizeram observacoes
condizentes com a influéncia de fatores hormonais para o desenvolvimento da doenca. Foram
analisados 1087 animais e a prevaléncia de cisticercose foi de 35% em machos e de 31% em
fémeas. No entanto, durante o periodo de observacéo, 45% dos machos foram castrados e esses
animais tiveram prevaléncia de cisticercose maior que os machos nao castrados. Além disso,
7% das fémeas se tornaram prenhas no periodo, e a prevaléncia foi de 28% entre as ndo prenhas
para 59% entre as prenhas. Portanto, baixos niveis de andrdgenos e altos niveis de hormonios
femininos provavelmente interferiram com a suscetibilidade dos animais a infeccdo (Morales
et al., 2006). Outra publicacdo também mostrou maior prevaléncia de infestacdo por Taenia
pisiformes em coelhos, sendo maior em fémeas que em machos (p = 0,02) (Dominguez-Roldan
etal., 2018).
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Dimorfismo sexual da cisticercose experimental por T. crassiceps

T. crassiceps é uma espécie de ténia andloga a T. solium. A espécie foi descrita em 1800 por
Zeder, e seu ciclo biolégico tem em raposas, lobos e cdes seu hospedeiro definitivo e, em
roedores, seu hospedeiro intermediario (Willms e Zurabian, 2010). Ela é uma das espécies de
taenia que possui uma das maiores capacidades reprodutivas, sendo possivel manter cepas na
cavidade peritoneal de camundongos, pois 0s parasitas se reproduzem por gemulacao.
ObservacgOes antigas ja apontavam que as taxas de replicacdo dos cistos eram maiores em
camundongos fémeas do que em machos (Freeman, 1962; Chernin, 1975). Subsequentemente,
diversos trabalhos objetivaram, portanto, estudar as diferencas hormonais entre machos e

fémeas na suscetibilidade a T. crassiceps.

A remocao cirdrgica das gdnadas altera a suscetibilidade a infecgdo por T. crassiceps. Huerta
e colaboradores observaram que a ovariectomia reduziu a metade a quantidade de cistos
intraperitoneais em fémeas, enquanto a orquiectomia quase triplicou a quantidade de cistos em
machos. Os autores sugeriram que eventos imunoldgicos envolvidos no controle do
crescimento intraperitoneal de T. crassiceps seriam inibidos pelos ovérios e estimulados pelos
testiculos (Huerta et al., 1992).

No entanto, analises de infec¢cdes a longo prazo mostram que a carga parasitaria em machos
tende a se igualar a de fémeas, o que se acompanha de alteracbes hormonais séricas nos machos,
com aumento dos niveis de estrogeno e reducdo dos niveis de testosterona (Larralde et al.,
1995). A mudanca de perfil hormonal em machos infectados com T. crassiceps é capaz,
inclusive, de inibir seu comportamento sexual (Morales et al., 1996), 0 que sugere que 0S
préoprios parasitas sdo capazes de alterar o microambiente hormonal do hospedeiro como forma
de adaptacdo para que possam se desenvolver. Isso ficou provado com estudo in vitro que
mostrou que T. crassiceps converte 3H-androstenediona em 3H-testosteona numa forma

semelhante a acdo da enzima 17-b-hidroxiesteroide desidrogenase (Gomez et al., 2000).

A relacdo entre hormonios sexuais e atividade imunolégica na cisticercose experimental foi
demonstrada por estudo de Morales-Montor e colaboradores (2002); apds a castracdo de
camundongos e antes da infeccdo por T. crassiceps, 0s autores trataram 0s animais com
testosterona, di-hidrotestosterona e 17-b- estradiol. O tratamento com hormoénios masculinos
diminuiu a carga parasitaria em 50 a 70%, enquanto o tratamento com horménios femininos

aumentou em até trés vezes. A castracdo reduziu a proliferacdo de esplendcitos e a producéo
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de IL-2 e interferon-g (IFN-y) enquanto o tratamento com testosterona e dihidrotestosterona
aumentou a proliferacdo de esplendcitos e a producdo de IL-2 e IFN-y , o tratamento com
estradiol aumentou os niveis de IgG anti-cisticerco e a producdo de IL-6 e IL10 (Morales-
Montor et al., 2002).

J& sob uma perspectiva de pesquisa translacional, Vargas-Villavicencio e colaboradores (2007)
testaram o efeito do tamoxifeno (uma droga comumente utilizada no tratamento do cancer de
mama) na cisticercose murina. Obtiveram uma reducdo de 80% da carga parasitaria em fémeas
e de 50% em machos. Esse efeito protetor da droga foi acompanhado de um aumento dos niveis
de RNAm de IL-2 (citocina associada a efeito protetor contra o parasita). In vitro, observaram
que o tamoxifeno reduz a capacidade de reproducdo e de mobilidade do parasita. Dessa forma,
abriram novas perspectivas terapéuticas para o tratamento clinico da cisticercose (Vargas-
Villavicencio et al., 2007).

Os efeitos diretos dos hormdnios sexuais sobre T. crassiceps foram estudados mais
recentemente. O tratamento in vitro com estradiol e progesterona alterou a expressao de actina,
tubulina e miosina, proteinas necessarias a estrutura e funcao das células-flama (que constituem
0 sistema excretorio do parasita). Essa alteracdo otimizou a montagem das células-flama
(Ambrosio et al., 2014). Efeito contrario foi observado com testosterona e di- hidrotestosterona:
apesar desses hormonios ndo alterarem a expresséo de actina, tubulina e miosina, eles se ligam
a essas proteinas comprometendo a montagem, estrutura, mobilidade e funcéo das célulasflama,
0 que, em ultima andlise, promove ruptura do tegumento do parasita, reduzindo sua viabilidade
biol6gica (Ambrosio et al., 2015).

Modelos experimentais de neurocisticercose foram desenvolvidos na Ultima década, como foco
especial para a forma parenquimatosa da doenca. Através da inoculacdo intracraniana de
Mesocestoides corti em camundongos, estudaram-se mecanismos envolvidos na ruptura da
barreira hemato-encefélica e na infiltracdo leucocitaria (Alvarez e Teale, 2007a; Alvarez e
Teale, 2007b; Alvarez e Teale, 2008; Alvarez et al., 2010). Esses modelos tém sido
especialmente Uteis para o conhecimento aprofundado dos mecanismos fisiopatologicos da
doenca pois, apesar de bastante estudada, a neurocisticercose ainda suscita diversas davidas a
respeito de sua fisiopatologia, pois o estudo em humanos é limitado pela dificuldade de
obtencdo de tecidos bioldgicos e pela interferéncia do tratamento com cisticidas e

corticoesterdides.
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Além disso, a forma extraparenquimatosa da neurocisticercose é mais agressiva e desperta mais
controvérsias, especialmente em relacdo a conduta terapéutica, com niveis de evidéncia mais
baixos para as recomendacdes de tratamento (Fleury et al, 2011; White-Jr et al,

2018). Por isso, nosso grupo desenvolveu um modelo de neurocisticercose
extraparenquimatosa em ratos através da inoculacéo subaracndidea de cistos de T. crassiceps.
Os estudos conduzidos até o momento demonstraram infiltrado linfocitario, meningite e
hidrocefalia (Hamamoto Filho et al., 2017; Hamamoto Filho et al., 2019). Todos os estudos,
porém, foram conduzidos utilizando-se ratos machos. Suscita-se, assim, a pergunta de pesquisa:
a neurocisticercose extraparenquimatosa experimental em ratos fémeas produz alteragOes

morfoldgicas e inflamatdrias mais intensas que em machos?
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Justificativa
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Justificativa

A diferenga entre 0s sexos para a cisticercose esta bem determinada em diversos estudos
experimentais que basearam suas analises na inoculacdo de T. crassiceps na cavidade peritoneal
de roedores. Nenhum estudo até o momento verificou se ha diferencas entre os sexos na

neurocisticercose experimental, ou seja, na inoculacdo intracraniana de parasitas.
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Obijetivo
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Objetivo

Comparar se as reacOes inflamatdrias da neurocisticercose extraparenquimatosa experimental
em ratos fémeas € mais intensa que em machos atraveés de infiltrado inflamatorio e concentracao
de IL-6, IL-10 e IFN-gama.
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Metodos
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Métodos

Animais de experimentacao

Foram utilizados 76 ratos Wistar (Rattus norvegicus), pesando entre 150-200g, sendo 42
fémeas e 34 machos, com idade entre 6 e 7 semanas, provenientes do Biotério Central da Unesp,
Céampus de Botucatu. Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos no
Biotério de Roedores 1 da Unidade de Pesquisa Experimental (Unipex) da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB/Unesp), em caixas de polietileno (medindo 40x30x15cm), com
fundos solidos forrados com substrato de maravalha, sob condi¢Bes controladas de
luminosidade (12h claro/12h escuro), temperatura (24+2°C), sendo fornecida &gua filtrada e
racdo Presence® ad libitum. O projeto de pesquisa e todos os protocolos realizados foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de
Botucatu. Perdas de animais foram compensadas com inclusdo de novos para atingir nimero

necessario em cada grupo.

Delineamento experimental

Os 76 animais foram submetidos a inoculacdo cisternal de T. crassiceps, de acordo com a
técnica padronizada pelo grupo (Hamamoto Filho et al., 2015). Decorridos o periodo
experimental de 90 dias ap6s a inoculacdo, os animais foram submetidos a eutanasia, com
overdose de cetamina e Xxilazina intraperitoneal, para retirada do encéfalo. Os animais sem
cistos visiveis no momento da eutanasia foram descartados. Metade dos animais foi submetida

a estudo morfoldgico e a outra metade a estudo imunoenzimatico.

Parasitas e inoculacgdes

Cistos de T. crassiceps (cepa ORF), mantidos na cavidade peritoneal de camundongos do
biotério da UNIPEX (protocolo de manutencdo de metacestodos de Taenia crassiceps em
camundongos — certificado CEUA n. 1255/2017), foram retirados de forma asséptica e

selecionados de acordo com a sua viabilidade (Figura 1).
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Figura 1: Em A, observa-se a captacao asséptica de cistos de Taenia crassiceps no abdome dos
camundongos; em B, visualizamos a selecdo manual de cistos em placa de Petri, de acordo com
sua viabilidade e tamanho.

Para a inoculacgdo, ratos Wistar foram anestesiados com uma solucdo anestesica de cetamina
na dose de 87 mg/kg e xilazina na dose de 13 mg/kg. A inoculacédo foi feita apds incisdo de
1cm na pele na transicdo occipito-cervical, com puncdo suboccipital da cisterna magna com
agulha de 25G e inoculagdo de 50 cistos viaveis de T. crassiceps em 0,2 ml de soro fisioldgico.
A sutura da pele foi feita em seguida com fio mononylon 4.0. Apds a inoculagdo, foi
administrada dipirona em dose Unica de 150 mg/kg, via intraperitoneal.

Durante todo periodo de observagdo, os animais foram avaliados diariamente para deteccéo de

desconforto fisico.

Analise histologica

Apbs eutanasia com overdose de cetamina e xilazina intraperitoneal, foi realizada perfusao
cardiaca. Para isso, foi realizada toracotomia e exposi¢do das visceras toracicas, e a perfusdo
ocorreu por meio do ventriculo esquerdo com canulacdo da aorta (Fig. 2), ultilizamos bomba
dosadora peristaltica para a perfusdo, inicialmente com PBS (tampéao fosfato salino) a 0,1M e
posteriormente fixacdo com paraformaldeido a 4%, ambos em um fluxo de 30 mL/minuto. A
auricula direita foi seccionada junto ao atrio direito para escoamento do sangue e de liquidos
excedentes. Em sequéncia, estes animais também foram submetidos a craniectomia seguida da

23



retirada do encéfalo. Posteriormente seccionado no plano transversal na topografia do quiasma
Optico para avaliacdo quanto: hidrocefalia e presenca de cistos. No total foram 15 encéfalos,
sendo 8 fémeas e 7 machos, estes encéfalos foram seccionados transversalmente, utilizando-se
matriz de encéfalo (Insight, Brasil) para cortes comparaveis, os fragmentos, em seguida, foram
colocados em cassetes e mantidos em paraformaldeido por 4 horas em temperatura ambiente.
Sequencialmente, as amostras foram desidratadas em banhos de alcool, clarificadas em xilol,

entdo parafinizadas.

.
i

Figura 2: Toracotomia com exposic¢ao das visceras toracicas para perfusdo cardiaca, realizada
por meio da canulagdo da aorta através ventriculo esquerdo.

Para analise da morfologia geral do encéfalo, os blocos foram seccionados em micrétomo com

espessura de Sum e coradas com hematoxilina e eosina. A analise morfométrica foi realizada
quantificando a presenca de células inflamatdrias na aracnoide, na regido periventricular
pericaudado e no plexo coroide. A andlise foi baseada na contagem de reticulo de Weibel
(Weibel et al., 1966), um modelo matematico que transforma aquisicdo bidimensional em
tridimensional de modo quantitativo. Sdo contadas as estruturas estudadas que cruzam com as
retas do reticulo, dividindo-se pelo total de retas.
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Ensaio imunoenzimatico

Apos eutandsia com overdose de xilazina e cetamina por via intraperitoneal, foi realizada
craniectomia para remocao dos encéfalos, os quais, a seguir, foram transportados em nitrogénio
liquido e congelados a -80° C.

Para o0 ensaio imunoenzimatico, os encéfalos foram descongelados sob controle de
temperatura. A técnica foi baseada no método padronizado por Milhomem. Os hemisférios
cerebrais congelados anteriormente foram sonicados com uma solugédo de Tris e HCI, NP40
1% e inibidor de protease. As citocinas IL-6, IL-10 e IFN-y foram quantificadas na solug¢do
homogeneizada de tecido cerebral através do método ELISA-sanduiche de acordo com as
instrucdes do fabricante (BD OptEIATM). A dosagem de IL-6 e IL-10 foi feita respectivamente
com IL-6 ELISA - BD OptEIATM (BD Biosciences, San Diego, CA) e IL-10 ELISA - BD
OptEIATM. A dosagem de IFN-y foi feita com microplacas ELISA de alta ligagéo
sensibilizadas com anticorpo monoclonal IFN-y (5pg/ul do clone XMG em PBS). A medida
foi determinada através de leitor de microplaca Thermo/Labsystems, usando filtros especificos

para cada citocina. As dosagens foram realizadas em duplicata. (Milhomem et al 2018).

Ressonancia magnética

Dez animais (5 machos e 5 fémeas), selecionados aleatoriamente, foram submetidos a exame
de ressonancia magnética em aparelho 7T Siemens Magnetom scanner (Siemens, Erlanger,
Germany), na Universidade de Sao Paulo, utilizando sequéncia axial T2 (TE 58 mf, TR 6000

ms, 0.27 mm no plano, 1 mm de espessura).

Analise estatistica

Para determinar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. O teste de
Mann-Whitney foi usado para comparacdo de dois grupos independentes com dados néo
paramétricos. Para variaveis com distribuicdo normal, foi realizado o teste t de student para
comparagdo dos grupos. Diferencas foram consideradas significantes com p < 0,05. Para as
analises, foi utilizado o software SPSS v. 21.0 (IBM Corp, Armonk, Nova York, EUA]) e
GraphPad Prism v. 8.2.0 (GraphPad Software, La Jolla, California, USA).
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Resultados

Utilizamos um total de 76 animais para o estudo, inoculamos 34 ratos machos e 42 ratos fémeas.
No grupo de machos, 22 sobreviveram e 13 desenvolveram neurocisticercose. No grupo de
fémeas 25 sobreviveram e 15 desenvolveram neurocisticercose. Dos 13 machos, 7 foram
usados para estudo morfoldgico, e 6 para estudo imunoenzimético. Das 15 fémeas, 8 foram

usadas para estudo morfologico, e 7 para estudo imunoenzimatico (Figura 3).
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Figura 3: Fluxograma do delineamento experimental.

Analise histologica

Para a analise histoldgica utilizamos 7 encéfalos de ratos machos e 8 encéfalos de ratos fémeas.
A andlise histoldgica evidenciou maior nimero de linfocitos nos encéfalos de ratos fémeas
quando comparados aos ratos machos na regido aracnoide (Figuras 4 e 5), ndo sendo possivel
identificar o aumento significativo de linfécitos na regido do plexo coroide e na area
periventricular (Figuras 4 e 5). Apesar de também haver aumento do numero de linfdcitos nos
encéfalos dos ratos machos em todas as regides estudas, esse aumento ndo foi significativo.

O ndmero de plasmécitos mostrou-se elevado nos encéfalos de ratos fémeas nas regides:
aracnoide e periventricular pericaudado, quando comparados as regides homologas dos ratos
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machos e ndo houve diferenca significativa na regido do plexo coroide quando comparada a
mesma regido dos encéfalos dos ratos machos (Figura 6).

Figura 4: Fotomicrografia do encéfalo de ratos, coloridas por hematoxilina-eosina com aumento de 40
vezes. Regido da aracnoide (proximo a cisterna magna), em A: linfocitos nos encéfalos ratos machos;
em B: linfécitos nos encéfalos de ratos fémeas. Regido periventricular subpendimaria. C: linfocitos nos
encefalos ratos machos; em D: linfocitos nos encéfalos de ratos fémeas. Regido plexo coroide (estroma).
E: linfocitos nos encéfalos ratos machos; em F: linfocitos nos encéfalos de ratos fémeas.
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Figura 5: Anélise estatistica do nimero de linfocitos por area do encéfalo (aracnoide, periventricular e
plexo coroide) comparando os encéfalos de ratos machos e fémeas, foi observado um aumento do
numero de linfécitos nos encéfalos dos ratos machos e fémeas em todas as regifes estudas,
sendo, significativamente maior nas fémeas na regido da aracnoide. Em A: linfécitos na regido
da aracnoide; em B: linfécitos na regido da area periventricular; em C: linfocitos na regido da &rea plexo

coroide
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Figura 6: Analise estatistica do numero de plasmadcitos por area do encéfalo (aracnoide, periventricular

e plexo coroide) comparando os encéfalos de ratos machos e fémeas, foi observado um aumento do

nimero de plasmdcitos nos encéfalos dos ratos fémeas em todas as regifes estudas, sendo,
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significativo na regido da aracnoide e periventricular pericaudado. Em A: plasmdcitos na regido

da aracnoide; em B: plasmdcitos na regido da area periventricular; em C: plasmdcitos na regido da area
plexo coroide

Ensaio imunoenzimatico

Para o estudo imunienzimatico os hemisférios cerebrais congelados foram sonicados com uma
solucgéo de Tris e HCI, NP40 1% e inibidor de protease e as citocinas IL-6, IL-10 e IFN-y foram
quantificadas na solucdo homogeneizada de tecido cerebral através do método ELISA-
sanduiche.

O estudo evidenciou niveis mais altos de citocina IL-6 (p = 0,014), no encéfalo de fémeas
quando comparados aos encéfalos de machos. A citocina IL-10 (p = 0,351), ndo apresentou
diferenca significativo quando comparamos os encéfalos dos ratos dos grupos macho e fémea
e a citocina IFN-y (p = 0,05), ndo evidenciou diferenga quando comparamos os encéfalos dos
ratos do grupo masculino e feminino (Figura. 7).
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Figura 7: Estudo imunoenzimatico dos encéfalos de ratos machos e fémeas, as citocinas 1L-6,
IL-10 e IFN-y foram quantificadas nos hemisférios cerebrais através do método ELISA-
sanduiche. Foi observado niveis mais elevados de IL-6 nos encéfalos de ratos fémeas; ja as
citocinas IL-10 e IFN-y ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante nos encéfalos

comparados. Em A: Interleucina 6; em B: Interferon — v; e em C: Interleucina 10.

Ressonancia magnética

Foi possivel através do exame de ressonancia magnética (7T Siemens Magnetom scanner -

Siemens, Erlanger, Germany) observar 0s animais que desenvolveram hidrocefalia.
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Observamos que a hidrocefalia era mais frequente e intensa nos encéfalos de ratos fémeas

quando comparadas aos dos ratos machos. (Figura 8).

Figura 8: Exame de ressonancia magnética para comparacdo dos cérebros de ratos machos e
fémeas; os exames foram realizados em um aparelho de ressonancia magnética 7T Siemens
Magnetom scanner (Siemens, Erlanger, Germany), na sequéncia axial T2. Em A: Cérebros de
ratos machos, e em B cérebro dos ratos fémeas. Podemos observar a maior dilatagao ventricular

no cérebro da fémea quando comparada ao macho.
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Discusséo

A diferenciacdo de ThO para Thl ou Th2 é simétrica. Cada um controla um tipo Unico de
resposta imune e aumenta o desenvolvimento de células da mesma subclasse enquanto suprime
as funcdes de expanséo e efetividade do outro subtipo. Os esteroides sexuais podem controlar
0 equilibrio Th1/Th2 induzindo o desenvolvimento e predominio de um subtipo sobre o outro.
Progesterona e a testosterona favorecem a expansao das células Th2, o que pode explicar
parcialmente sua agcdo imunossupressora em diversas patologias. Por outro lado, o estradiol tem
um efeito duplo dependendo da concentracdo. Os esteroides sexuais: estrogénio, progesterona
e testosterona podem modular a atividade das células imunes contra helmintos e parasitas e
mediar as diferentes respostas imunes entre os sexos. Os hormoénios associados a gravidez

também influenciam o desfecho das doengas helminticas (Morales et al 2002).

Mulheres jovens frequentemente apresentam manifestac@es clinicas mais severas da doencga, e
maior predominio de cisticercos degenerados do que os homens. A prevaléncia destes
cisticercos pode ser afetada pelo status hormonal do hospedeiro, portanto, o fato das mulheres
apresentarem as formas mais graves da doenca, sugere haver influéncia de hormonios sexuais

na resisténcia ou suscetibilidade ao parasita (Del Brutto et al., 1988; Chavarria et al., 2005).

Situacdes de estresse nao fisioldgico aumentam o nivel plasmatico de corticosteroides com
consequente impacto sobre a resposta imune. Além disso, 0 proprio parasita pode alterar o
microambiente hormonal ao seu redor: T. solium e T. crassiceps (Cepa ORF) séo capazes de
transformar precursores de esteroides como progesterona, dehidroepiandrosterona (DEHA), e

androstenediona, em androgenos e estrogenos (Romano et al 2015).

Em nosso trabalho, a analise histoldgica evidenciou maior nimero de linfocitos nos encefalos
das fémeas quando comparadas aos machos em todas as regides estudadas: aracnoide, area
periventricular e no plexo coroide, embora a diferenca significativa tenha sido observada
apenas na regido da aracnoide. A mesma tendéncia foi observada com relacdo ao nimero de
plasmacitos que também se mostraram mais elevados nos encéfalos de ratos fémeas em todas
as regides estudadas quando comparadas aos machos: regides aracnoide, area periventricular e
no plexo coroide, embora, a diferenca significativa tenha sido encontrada nas regifes aracnoide

e periventricular. A presenca de maior nimero de linfécitos na regido aracnoide pode ser
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explicada pela técnica empregada para inoculagdo dos parasitas — ou seja, como 0s parasitas

estavam no espaco subaracnoide, é esperada mais inflamacgéo na propria aracnoide.

Estudos histologicos em porcos e humanos demonstraram que cisticercos viaveis na fase
vesicular tém pouca ou nenhuma inflamacdo ao redor, sendo compostos por linfécitos,
plasmacitos e eosindfilos (Carpio et al 1998; Aluja et al 1988). A medida em que 0s cistos se
degeneram evoluindo para a fase coloidal surge uma resposta inflamatoria intensa, tendo
predominio de linfocitos T, macrofagos e células plasmaticas. Durante a fase granular
observase a presenca de plasmacitos, linfocitos B e T, macrofagos e mastécitos. E, finalmente,
durante fase calcificada ha predominio de astrdcitos e de proliferacdo glial. Portanto a resposta

imune ¢ influenciada pelo estagio do parasita (Fleury et al 2016).

O cisticerco em degenerac¢do inicia uma resposta pré-inflamatoria que leva ao rompimento da
barreira hematoencefélica seguido pela infiltracdo de células imunes no sitio da infeccdo
(Restrepo et al, 2001; Singh et al, 2015). Cistos degenerados nos compartimentos liquéricos
estdo associados a uma maior resposta inflamatdria, ocasionando meningite e vasculite. O
processo inflamatdrio (aracnoidite) também leva a um prejuizo na absorcdo e um obstéaculo a

circulacao do fluxo liquérico podendo desencadear hidrocefalia e consequéncias mais graves.

E importante ressaltar que na neurocisticercose alguns individuos com lesées similares
permanecem assintomaticos enquanto outros desenvolvem sintomas exuberantes. Os
mecanismos pelos quais diferentes respostas se manifestam ainda ndo foram totalmente
elucidados. A resposta imune pode destruir as oncosferas e 0s cisticercos invasores protegendo
0 hospedeiro, ou pode promover injdria nos tecidos adjacentes e causar reacdes inflamatdrias
no encéfalo com graves consequéncias clinicas. Uma regulacdo inadequada da resposta
inflamatdria pode, portanto, exacerbar a manifestacdo clinica da doengca com consequéncias ao

hospedeiro.

No nosso ensaio imunoenzimatico observamos niveis significativamente elevados de IL-6 em
ratos fémeas com neurocisticercose extraparenquimatosa experimental quando comparados aos
machos, o que corrobora com a hipétese da heterogeneidade do perfil de suscetibilidade
relacionado a fatores hormonais. A implicacdo de moduladores bioldgicos produzidos pelo
hospedeiro durante a inflamacdo é fundamental para a sua graduacéo e resolucdo. A resposta
imune ao nivel celular é caracterizada pelo aumento do IFN-y, IL-6 e IL10, cuja elevacdo pode

ser observada em varios estagios da degeneracdo do parasita (Fleury et al 2016). Entretanto,
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independentemente da localizacdo do parasita e da resposta inflamatdria, foi observado
aumento da celularidade, das citocinas IL-5, IL-6, IL-10 e de todas as subclasses de 1gG no

liquor, sendo sempre mais intensa no sexo feminino que no masculino (Fleury et al 2010).

Estudo experimental conduzido por Matos-Silva e colaboradores em camundongos observou
que os camundongos BALB/c apresentaram lesbes inflamatdrias com maior intensidade,
induzindo necrose nos parasitas em estagio tardio, porém, com padrdo de inflamacdo aguda,
enquanto camundongos C57BL/6 apresentaram maior capacidade de provocar necrose precoce

nos cisticercos, porém, apresentavam padrdo de inflamacg&o cronica (Matos-Silva et al 2012).

Moura e colaboradores estudaram a resposta de camundongos BALB/c a inoculagédo
intracraniana de cisticercos de T. crassiceps, e constataram que, apesar de nao apresentarem
diferencas significativas nas dosagens in situ das citocinas, havia a predominancia do perfil
imunolégico Th1, com maiores concentracdes de IFN-y e IL-4, 0 que permitia a sobrevivéncia

do parasita.

Em nosso estudo as citocinas IFN-y e IL-10 ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparamos os encéefalos das fémeas com os dos machos o que pode ser explicado pela duracéo
do estudo, de 3 meses, o que pode ter impedido que a resposta destas citocinas se manifestasse

a contento.

Milhomem e colaboradores também realizaram experimento com inoculagéo intracraniana de
T. crassiceps, usando camundongos C57BL/6 e observaram a predominancia do perfil
imunoldgico Th2. A capacidade de imunomodulacéo dos cisticercos € responsavel pelo perfil
imunoldgico observado nestes camundongos. Antigenos do parasita estimulam a producgéo de
anticorpos e a liberacdo de mediadores quimicos incapazes de destruir o cisticerco. 1sso
acontece porque o parasita simultaneamente modula a acdo desses componentes imunes para
se tornar viavel por mais tempo, influenciando assim a mudanca de um perfil imunolégico de
Th1 para Th2, desta forma ele protege o tecido de danos, ativa macrofagos com menor potencial
microbicida e gera a ativacdo e expansdo de plasmocitos. Alem disso, a secrecdo de IgE,

presenca de eosinofilos, mastocitos e basofilos sdo incapazes de destruir o parasita.

A dosagem de IL-10 detectada no estudo de Milhomem aventa que a presenca desta citocina
no tecido cerebral pode modular as respostas imunes Thl e Th2. A IL-10 é um potente inibidor
da apresentacdo de antigenos, dos mediadores e da producgéo de citocinas proinflamatdrias por

macrofagos, células dendriticas e células Thl. Ela tem um importante papel regulador na
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resposta inflamatéria do hospedeiro durante a infeccdo. A concentracgdo estatisticamente maior
de IL-10 neste estudo sugere haver regulacdo da resposta imune dos camundongos,
influenciando a mudanca na resposta imune do perfil Thl para o perfil Th2, o que diminui o

dano ao parénquima e contribui para a sobrevivéncia do parasita (Milhomem et al 2018).

A producéo de altos niveis de IL-10 induzidos pela supressdo da resposta imune mediada por
células T regulatorias cria um ambiente imunomodulador favoravel para o desenvolvimento da
T. solium no SNC (Arce-Sillas et al 2016). A queda dos niveis desta citocina sera, portanto,
critica no manejo da neurocisticercose pois 0 processo inflamatdrio também esta implicado na

patogénese da doenga.

O exame de ressonancia magnética mostrou-se uma importante ferramenta para identificar os
animais que desenvolveram a doenca e o grau de acometimento levando-se em conta o
desenvolvimento de hidrocefalia. No entanto, pelo fato de ter sido realizado em 5 animais de
cada sexo, isso ndo permitiu que tivéssemos confiabilidade, pois ndo sabemos se 0s animais
eram representativos de seus respectivos grupos. Todavia, pelas imagens adquiridas, pudemos
visualizar que a hidrocefalia foi mais intensa nas fémeas quando comparadas as imagens de

machos.

A heterogeneidade entre 0s sexos na evolugdo e apresentacdo de doencas parasitarias, dentre
elas a neurocisticercose ja esta bem estabelecida. No entanto, os mecanismos pelos quais ela se
manifesta ainda precisam ser mais bem estudados e compreendidos. Dentre os tipos de
neurocisticercose a extraparenquimatosa € a mais agressiva, imprevisivel e de mais dificil
tratamento. O nosso grupo desenvolveu um modelo experimental de neurocisticercose
extraparenquimatosa que nos permite avaliar as alteracdes histoldgicas e imunohistoquimicas
em ratos. Este modelo experimental é efetivo para o desenvolvimento da neurocisticercose
extraparenquimatosa experimental e promissor para o0 estudo dos mecanismos imunes
envolvidos no seu desenvolvimento o que pode nos permitir compreender futuramente a
evolucéo e desenvolvimento da doenga em humanos. O alvo do tratamento deve ser o controle
da inflamacdo, devemos considerar a modula¢do neuroenddcrina na resposta inflamatéria e o

uso de drogas anti-inflamatdrias mais especificas.

Este estudo apresenta algumas limitaces: primeiramente, ndo tivemos grupo controle para
comparagdo com os ratos infectados. Este grupo nos permitiria avaliar e comparar as citocinas

entre sadios e infectados, poderiamos assim determinar se realmente ha aumento quando
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comparamos 0s dois grupos, pois € possivel que fémeas apresentem um perfil préinflamatorio
natural com niveis mais elevados IL-6 (Nava-Castro et al 2022). A segunda limitacdo é a
possivel interferéncia ciclica de horménios nos resultados observados: uma vez que 0s
hormonios regulam e induzem uma resposta inflamat6ria mais exuberante no sexo feminino,
seria importante observar em qual fase do clico estral a inoculagéo pode ter sido mais ou menos
efetiva, em qual fase do ciclo estral o desenvolvimento da doenca é mais bem sucedido e em

que fase do ciclo estral a resposta inflamatoria e producao de citocinas € mais ou menos intensa.

Apesar das limitagdes, nosso estudo demonstrou que a resposta inflamatéria em fémeas foi
mais acentuada que em machos, com diferenca estatisticamente significante para o predominio
de linfécitos na aracnoide e o aumento da IL-6 quando comparamos os encéfalos de ratos
fémeas e machos. Entretanto, embora o aumento de linfdcitos na area periventricular e no plexo
coroide ndo fossem significantes, eles também estavam aumentados quando comparados 0s
grupos de fémeas e machos, e na analise imunohistoquimica embora a IL-10 e IFN-y também
ndo tivessem aumento significativo, eles também estavam elevados quando comparamos 0s

grupos de fémeas e de machos
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Concluséo
As reacOes inflamatorias da neurocisticercose extraparenquimatosa experimental em ratos
fémeas é mais intensa que em machos, com mais infiltrado leucocitério na regido da aracnoide

e maior concentracdo tecidual de IL-6.
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