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Resumo
A neurocisticercose (NCC) é causada pela presenga larval de Taenia solium (T. solium),

os cisticercos, no encéfalo de seres humanos que ingeriram ovos do parasita. A forma
extraparenquimatosa da NCC tem um curso mais agressivo, pois os cistos localizados
nos compartimentos do liquido cefalorraquidiano podem desencadear uma intensa reagao
inflamatéria. Para estudar o estresse oxidativo, utilizamos um modelo experimental de
NCC extraparenquimatosa em ratos. Os animais foram divididos em quatro grupos: 20
machos infectados, 20 fémeas infectadas, 5 machos controle e 5 fémeas controle. A
inoculagdo foi realizada nos grupos infectados por meio da puncdo do espacgo
subaracnoideo da cisterna magna na transicdo occipito-cervical e injegdo de 50 cistos
viaveis de Taenia crassiceps (T. crassiceps). Apos trés meses da inoculagéo, todos os
animais foram eutanasiados. O cérebro foi coletado e seccionado em dois hemisférios.
Um hemisfério foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado em um
freezer a -80°C para a avaliagao dos indicadores de estresse oxidativo, com analises de
malondialdeido (MDA) e carbonilagdo de proteinas. O outro hemisfério foi fixado em
parafina para analise histolégica. O nivel de MDA foi significativamente mais elevado no
grupo de ratos machos inoculados (p=0,0380), enquanto nas fémeas inoculadas houve
uma tendéncia de elevagéo. A carbonilagdo de proteinas indicou que tanto os grupos de
machos (p=0,0066) quanto de fémeas (p=0,0045) inoculados apresentaram valores mais
altos. Na anadlise histologica, os grupos inoculados mostraram um escore
significativamente mais elevado em comparagdo com os grupos controle. O estudo
evidenciou a presenca de estresse oxidativo no cérebro dos ratos, e as alteragbes
observadas nos resultados de MDA e carbonilagdo indicam uma resposta alterada a NCC
experimental. O modelo experimental de NCC demonstrou que o estresse oxidativo esta

presente.

Palavras-chave: Neurocisticercose, Taenia crassiceps, Cisticercose e Estresse oxidativo.



Abstract

Neurocysticercosis (NCC) is caused by the larval presence of Taenia solium (T. solium),
known as cysticerci, in the brains of humans who have ingested the parasite’s eggs. The
extraparenchymal form of NCC has a more aggressive course because cysts located in
the cerebrospinal fluid compartments can trigger an intense inflammatory reaction. To
study oxidative stress, we used an experimental model of extraparenchymal NCC in rats.
The animals were divided into four groups: 20 infected males, 20 infected females, 5
control males, and 5 control females. Inoculation in the infected groups was performed by
puncturing the subarachnoid space of the cisterna magna at the occipito-cervical transition
and injecting 50 viable cysts of Taenia crassiceps (T. crassiceps). After three months of
inoculation, all animals were euthanized. The brains were collected and sectioned into two
hemispheres. One hemisphere was immediately frozen in liquid nitrogen and stored in a
-80°C freezer for evaluation of oxidative stress indicators, with analyses of
malondialdehyde (MDA) and protein carbonylation. The other hemisphere was fixed in
paraffin for histological analysis. The MDA level was significantly higher in the inoculated
male rats (p=0.0380), while in the inoculated females, there was a trend towards elevation.
Protein carbonylation showed that both the male (p=0.0066) and female (p=0.0045)
inoculated groups had higher values. In the histological analysis, the inoculated groups
exhibited a significantly higher score compared to the control groups. The study
demonstrated the presence of oxidative stress in the rats' brains, and the observed
changes in MDA and carbonylation results indicate an altered response to experimental

NCC. The experimental model of NCC revealed that oxidative stress is present.

Keywords: Neurocysticercosis, Taenia crassiceps, Cysticercosis and Oxidative stress.
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Introducao

A cisticercose é uma infec¢ao que afeta tanto humanos quanto suinos e é causada
pelo desenvolvimento larval do parasita cestddeo Taenia solium (T. solium). A infecgao
ocorre pela ingestdo de ovos eliminados nas fezes de um hospedeiro humano infectado
com a ténia (MALLA et al., 2018). O ciclo de vida de T. solium envolve dois hospedeiros: o
hospedeiro definitivo € o ser humano, que abriga a ténia adulta e desenvolve a teniase
(infeccao intestinal por ténias adultas). Os suinos atuam como hospedeiros intermediarios
e abrigam os cisticercos (as larvas da ténia), desenvolvendo a cisticercose. Além disso,
os seres humanos podem ser hospedeiros intermediarios acidentais ao abrigar os
cisticercos em seus tecidos biolégicos. Embora a teniase em si ndo esteja associada a
doengas graves, as pessoas que eliminam ovos de T. solium podem infectar suinos e
outros humanos (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2022).

Quando o parasita invade o parénquima cerebral, o sistema ventricular, o espago
subaracnoideo ou a medula espinhal para formar cisticercos, a condicdo € denominada
neurocisticercose (NCC) (FATIMA et al., 2023). Em humanos, a NCC pode resultar em
doenga grave, dependendo do numero, da localizag&o e da carga de cistos, bem como da
reacgdo inflamatéria desencadeada pelo hospedeiro (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA
DA SAUDE, 2022).

Neurocisticercose

A NCC é uma doenca de prevaléncia mundial, sendo endémica em paises em
desenvolvimento. Possui um alto impacto social e na saude publica, especialmente na
América Latina, na Africa Subsaariana e no Sudeste Asiatico. A NCC tem uma taxa de
incidéncia que varia de 2,5 a 8,3 milhdes de pessoas (WINKLER et al., 2009; SIBAT,
2013; WINKLER A. S., RICHTER H., 2015; BUTALA et al., 2021). A Organizagao Mundial
da Saude (OMS) estima uma prevaléncia de 50 milhdes de pessoas infectadas em todo o
mundo pelo complexo teniase-cisticercose (WHO, 2006). Estima-se que a taxa de
mortalidade mundial devido & NCC seja de cerca de 50.000 por ano (ROMAN et al.,
2000). Além disso, a NCC é uma importante causa prevenivel de epilepsia secundaria em
todo o mundo, afetando cerca de 5 milhdes de pessoas. Na América Latina e no Caribe,

estima-se que 75 milhdes de pessoas estejam em risco de infecgao, sendo que entre 0,45
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e 1,35 milhdo de pessoas apresentem epilepsia atribuida a NCC (MARTINS-MELO et al.,
2017).

O estudo de Martins-Melo e colaboradores (2017) apresentou dados referentes a
NCC no Brasil. Eles analisaram os casos de mortes relacionadas a NCC ocorridas entre
2000 e 2011. Durante esse periodo, foram registradas 1.829 mortes, sendo 1.130 (61,8%)
como causa basica e 699 (38,2%) como causa associada. O numero médio de mortes
relacionadas a NCC foi de 152,4. As regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste apresentaram
taxas de mortalidade mais elevadas, com os estados do Parana (regiao Sul, 2,38 6bitos
por 1.000.000 habitantes), Minas Gerais (regido Sudeste, 1,64 obitos por 1.000.000
habitantes) e Goias (regido Centro-Oeste, 1,59 ébitos por 1.000.000 habitantes) tendo as
maiores taxas médias anuais de mortalidade.

Rodriguez-Rivas e colaboradores (2022) analisaram dados sobre hospitalizacdes
decorrentes de NCC no Brasil, Equador, Colédmbia e México. Eles identificaram uma
reducdo nas taxas de hospitalizagdo por NCC no Brasil (de 0,30 para 0,11 por 100.000
habitantes) e no Equador (de 4,76 para 0,73 por 100.000 habitantes). Na Colémbia,
observou-se uma tendéncia de aumento dos casos de NCC (de 0,49 para 2,33 por
100.000 habitantes). Os autores destacam que, apesar da tendéncia de queda nas
hospitalizagdes, os casos de NCC persistem nesses paises e a vigilancia e o tratamento
continuam sendo necessarios. Na Europa, a NCC é considerada uma doenga rara e de
baixa prevaléncia, mas deve ser incluida como diagndstico diferencial, especialmente em
casos com historico de viagens ou migragdo (DOMINIK STELZLE et al., 2022).

As taxas de mortalidade no Brasil apresentaram uma tendéncia de queda
significativa ao longo dos ultimos anos (MARTINS-MELO et al., 2017,
RODRIGUEZ-RIVAS et al., 2022). Apesar da reducdo geral na prevaléncia e na
mortalidade decorrente da doencga, o estudo da NCC continua sendo relevante por varias
razdes: a alta morbidade associada a condi¢gdo e o impacto significativo nos recursos de
saude publica destinados ao seu tratamento; a impossibilidade de erradicar a doenca
globalmente, apesar da disponibilidade de tratamento e do conhecimento do ciclo de vida
do parasita; e a recente reemergéncia da doenga em paises considerados desenvolvidos,
atribuida a importagédo de casos por imigrantes (COYLE et al., 2012).

A NCC é pleomorfica devido as diferengas individuais no numero, na topografia e
no estagio evolutivo das lesdes, bem como na resposta imune do hospedeiro a infecgao
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2022). Suas manifestagdes clinicas séo

heterogéneas, variando desde dores de cabeca e convulsdes até déficits focais e
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hipertensao intracraniana, embora se estime que aproximadamente 50% dos pacientes
sejam assintomaticos (MONTEIRO; BLEGGI, 2011). A topografia do cisticerco também
permite a classificacdo da doengca em duas formas principais: a forma parenquimatosa,
em que o parasita esta alojado no tecido encefalico, sendo esta a forma mais comum,
com a epilepsia sendo um sintoma frequente (GRIPPER; WELBURN, 2017); e a forma
extraparenquimatosa, na qual o cisticerco esta localizado nos compartimentos liquoricos,
espaco subaracnoéideo e ventriculos, levando a um quadro mais grave, frequentemente
evoluindo para hidrocefalia e sindrome de hipertensdo craniana, com altas taxas de
morbimortalidade (MARCIN SIERRA et al., 2017).

A heterogeneidade da NCC afeta o tratamento, e as opgbes terapéuticas
disponiveis sdo baseadas na localizagdo dos parasitas e em critérios clinicos. Um desafio
significativo € o acesso dos pacientes em paises endémicos as tecnologias de
neuroimagem, como a ressonancia magnética (HAMAMOTO FILHO et al., 2022).

A abordagem do tratamento da NCC extraparenquimatosa apresenta muitas
incégnitas em comparagdo com a forma parenquimatosa, conforme evidenciado pelas
diretrizes de tratamento da NCC. Alguns pontos importantes para orientar o tratamento
sdo: 1) a presenga de inflamagéo, que € o principal mecanismo patogénico e deve ser
tratada adequadamente antes de iniciar o tratamento cisticida; e 2) a pressao
intracraniana (PIC): em casos de hipertenséo intracraniana, o tratamento da presséao
elevada deve ser priorizado (HAMAMOTO FILHO et al., 2022).

A eficacia dos anti-helminticos € menor quando comparada aos cistos
parenquimatosos. O fato de os parasitas estarem localizados em um meio acelular, como
o liquido cefalorraquidiano, dificulta o desenvolvimento de uma resposta imune eficiente
para a destruicdo dos parasitas. Para aumentar a eficacia do tratamento, sao utilizadas
duas estratégias: a administracdo de doses maiores de anti-helminticos e a extensao do
periodo de tratamento. Alguns autores defendem que a administracdo deve ser mantida
até que os sinais de degeneracdo do cisticerco sejam visiveis nos exames de imagem
(HAMAMOTO FILHO et al., 2024).

A cirurgia para NCC extraparenquimatosa apresenta riscos e desafios que
dependem da localizagdo dos cistos. Quando os cistos estdo localizados na regiao
subaracnodidea basal, a cirurgia pode acarretar um risco consideravel de lesdo aos nervos
cranianos, aos grandes vasos e ao parénquima cerebral. Conforme mencionado
anteriormente, uma ressonancia magnética pré-operatoria € crucial para avaliar sinais de

inflamacéo ativa, que podem dificultar a remocgéo cirurgica dos cistos. A cirurgia deve ser
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considerada em casos com pressao intracraniana elevada ou compressao de estruturas
com risco de déficits permanentes, como a compressido do nervo 6ptico com piora visual
(HAMAMOTO FILHO et al., 2024).

Para a localizagao intraventricular, a remocgé&o cirurgica dos cistos pode ser tao
eficaz quanto o tratamento clinico. As vantagens da cirurgia nesses casos incluem a
possibilidade de tratar a hidrocefalia simultaneamente, reduzindo a necessidade de
drenagem liqudrica, e a possibilidade de evitar a administragdo adicional de agentes
anti-helminticos, caso todos os cistos sejam removidos (HAMAMOTO FILHO et al., 2022).

Modelos experimentais de NCC

Modelos experimentais tém sido utilizados para o estudo da NCC. Esses modelos
laboratoriais visam mimetizar a doenca, servindo como ferramentas Uteis para a pesquisa
e avaliagdo da NCC. Os modelos de NCC empregam diferentes agentes parasitarios,
como T. solium, T. crassiceps e M. corti, e utilizam uma variedade de espécies animais,
incluindo suinos, ratos, camundongos, hamsters, macacos e chinchilas (DEL BRUTTO,
2014).

O modelo de NCC utilizando ratos infectados intracranialmente com oncosferas
ativadas de T. solium apresentou cistos, ou cisticercos, que se desenvolveram e exibiram
caracteristicas idénticas as observadas em hospedeiros naturais, como humanos e
suinos. Os cistos estavam localizados tanto no tecido cerebral parenquimatoso quanto
extraparenquimatoso, similar aos hospedeiros naturais. Outras caracteristicas, como a
presenca de cisticercos maduros trés meses apdés a infeccdo e a viabilidade dos cistos,
indicam que Rattus norvegicus € um modelo util para o estudo da doenga. A idade do rato
€ crucial para o sucesso da infecgdo: o uso de animais mais jovens (<19 dias de idade)
apresentou taxas de infecgdo e cargas parasitarias mais elevadas do que ratos mais
velhos, sugerindo uma relagdo com a maturidade da resposta imune. Os ratos infectados
desenvolveram ependimite ventricular, meningite, hidrocefalia e angiogénese do tecido
cerebral com padroes semelhantes aos relatados em humanos e suinos com NCC. O
estudo revelou extravasamento de IgG no tecido adjacente ao cisto, demonstrando
ruptura da barreira hematoencefalica, espessamento das paredes dos vasos sanguineos

ao redor dos cistos e alteragbes na arquitetura do tecido cerebral proximo ao local de
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implantacdo do cisticerco, devido a compressao fisica causada pelo parasita
(VERASTEGUI et al., 2015).

O padrao do infiltrado inflamatério no modelo de NCC em ratos é semelhante ao
observado na NCC humana, incluindo um elevado numero de células plasmaticas,
macroéfagos, linfocitos T e um baixo numero de eosinofilos. O estudo demonstrou que o
modelo de NCC utilizando ratos € viavel para a investigagdo da resposta imune do
hospedeiro, bem como para o teste de diferentes medicamentos e esquemas
terapéuticos. Além disso, foi possivel obter liquido cefalorraquidiano, e o modelo revelou
ser de baixo custo, facil de manusear e com alta taxa de infeccdo (VERASTEGUI et al.,
2015).

Em suinos, a T. solium foi utilizada, e o modelo de infecgao intramuscular concluiu
que o estudo da NCC nao foi eficaz (VERASTEGUI et al., 2000). Além disso, o modelo
com infecg&o oral resultou em baixas taxas de infecgdo (SANTAMARIA et al., 2002).

Um estudo com suinos naturalmente infectados permitiu avaliar a resposta imune
associada aos diferentes estagios da larva do parasita (metacestoide). Descobriu-se que
uma maior expressao de interleucina 10 (IL-10) esta associada a presenca de cistos
viaveis (SINGH et al., 2013).

Os cistos em degeneragédo apresentaram uma resposta imune inflamatéria Th1 e
niveis significativamente aumentados de interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 2 (IL-2), interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 8 (IL-8). Em contraste, os cistos calcificados mostraram uma resposta imune
mista Th1 e Th2, com niveis elevados de interleucina 4 (IL-4), IL-10, TNF-a e IL-6. O
estudo indicou uma forte resposta regulatéria de IL-10 e citocinas Th1 em cistos viaveis e
em degeneracgao, respectivamente. Por outro lado, os cistos calcificados apresentaram
uma resposta mista, com componentes anti-inflamatérios (IL-4), reguladores (IL-10) e
pré-inflamatérios (TNF-a e IL-6). Verificou-se que as citocinas Th1 e Th2 desempenham
um papel na gravidade da doenga (SINGH et al., 2013).

O estudo de Fleury e colaboradores (2015) utilizou a implantagao cirurgica de
oncosferas no sistema nervoso central de suinos e obteve sucesso na infecgdo. A maioria
dos parasitas estava calcificada e cercada por uma resposta inflamatéria exacerbada,
composta principalmente por linfécitos, plasmdcitos, macrofagos e eosindfilos, além de
apresentar expressao das citocinas pro-inflamatérias IL-6 e interleucina 17 (IL-17) e
elevada expressao da citocina reguladora IL-10. Embora a infecgdo tenha produzido

anticorpos especificos, nenhum sinal neurolégico foi observado.
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O uso de T. crassiceps € amplamente adotado no modelo de teniase e esta intimamente
relacionado a T. solium. Ambos pertencem ao mesmo género e possuem uma significativa
similaridade antigénica (SCIUTTO et al., 1990). A infeccao intracerebral de camundongos
permitiu a identificagcao significativa de citocinas Th1 (KHALIFA; TEALE; MOHAMADAIN,
2012).

O estudo da NCC com a inoculacéo intracerebral de T. crassiceps permitiu a
analise do padrao inflamatério em duas linhagens de camundongos: Balb/C e C57BL/6.
Ambas as linhagens promoveram a necrose dos parasitas 90 dias apos a infecgao. No
entanto, em camundongos C57BL/6, a necrose ocorreu de forma mais eficiente a partir
dos 60 dias apos a infeccado (MATOS-SILVA et al., 2012).

Na linhagem BALB/c, o padrao inflamatério agudo, caracterizado principalmente
por células polimorfonucleares, edema, perivasculite e meningite, foi significativamente
mais intenso do que o observado nos camundongos C57BL/6. Por outro lado, a linhagem
C57BL/6 desenvolveu um padrao inflamatério crénico com predominéncia de células
mononucleares, mostrando-se mais eficiente no controle dos cisticercos (MATOS-SILVA
etal., 2012).

A hipotese levantada € que a linhagem de camundongos BALB/c possui uma
menor capacidade de induzir necrose nos parasitas devido ao predominio de células
polimorfonucleares no infiltrado inflamatério ao longo da infec¢ao (MATOS-SILVA et al.,
2012).

Um estudo que utilizou o tratamento com albendazol durante o curso da
hidrocefalia permitiu analisar os volumes ventriculares antes e depois do tratamento. Os
autores encontraram uma correlagao positiva entre o grau de aumento dos ventriculos e o
dano tecidual. Na avaliacdo histoldgica, foi identificado um infiltrado de leucécitos
mononucleares em regides perivasculares e periependimarias, no plexo cordide e nas
membranas meningeas (FOGAROLI et al., 2019).

Outro estudo sobre a resposta inflamatéria e o dimorfismo sexual em ratos
infectados por T. crassiceps apresentou a primeira evidéncia de dimorfismo sexual na
neuroinflamacdo que acompanha a NCC extraparenquimatosa experimental. A reacao
inflamatéria associada a infecgdo subaracnodidea por T. crassiceps foi mais intensa em
ratas do que em ratos. As ratas apresentaram uma maior concentragao de células imunes
na aracnodide, maior astrogliose reativa na regiao periventricular, maior producédo de

citocina pro-inflamatéria in situ (IL-6), bem como de citocina anti-inflamatdria (IL-10), e
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hidrocefalia mais pronunciada na ressonancia magnética. Niveis mais elevados de IL-6
foram observados nas fémeas, demonstrando um padrao pro-inflamatério. Os autores
relacionaram essa resposta mista a regulagdo enddcrina, em particular aos niveis de
esteroides (MOREIRA et al., 2023).

O agente M. corti foi descrito em um modelo de NCC em camundongos, permitindo
a elucidacdo dos mecanismos subjacentes envolvidos nos diferentes estagios da NCC. A
resposta inicial a M. corti no cérebro caracteriza-se por uma resposta do tipo Th1, com
infiltracado de macrofagos, neutréfilos e células T expressando citocinas pro-inflamatorias,
seguida pela infiltragdo de células T e células B (ALVAREZ et al., 2010).

Estresse oxidativo

A geracdo de radicais livres € um processo continuo e fisiolégico que desempenha
funcdes bioldgicas relevantes. Durante os processos metabdlicos, esses radicais atuam
como mediadores na transferéncia de elétrons em diversas reagdes bioquimicas. Eles
também participam dos mecanismos de defesa durante infecgdes. Contudo, a produgao
excessiva de radicais livres pode levar a danos oxidativos (PIZZINO et al., 2017). A
inflamacao, por sua vez, faz parte de uma resposta biolégica complexa a estimulos
nocivos e € uma importante fonte de radicais livres. Estes sdo liberados pelas células do
sistema imunoldgico para proteger o organismo contra patégenos invasores, mas também

podem causar danos aos tecidos (JELINEK et al., 2021).

O desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes leva a instalacdo do
processo de estresse oxidativo. Esse processo resulta na oxidacdo de biomoléculas,
acarretando a perda de suas fungdes biolégicas ou o desequilibrio homeostatico, cuja
manifestacdo € o potencial dano oxidativo contra células e tecidos (HALLIWELL e
WHITEMAN, 2004). A cronicidade desse processo possui relevantes implicagdes no
processo etioldgico de diversas enfermidades (GREEN et al., 2004).

O cérebro é altamente vulneravel a danos oxidativos devido a sua elevada
demanda por oxigénio, a grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados, que séo
facilmente oxidados, a abundancia de ions com atividade redox e a relativa escassez de
um sistema de defesa antioxidante eficiente (OGAWA, 1994).

As lesbes provocadas pela peroxidacao lipidica tém um efeito téxico nas paredes

dos vasos arteriais cerebrais, resultando em alteragdes semelhantes aquelas observadas
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no vasoespasmo cronico. O cérebro € um dos 6rgdos mais afetados pelo estresse
oxidativo. Devido a sua riqueza em acidos graxos poli-insaturados e ao elevado consumo
de oxigénio, ha uma consequente geragao de altas taxas de radicais livres provenientes
de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de espécies reativas de nitrogénio (ERN)
(JELINEK et al., 2021).

O papel do estresse oxidativo em casos de NCC foi relatado na literatura por
Prasad e colaboradores (2012) em estudos com criangas (AYCICEK; ISCAN, 2006).
Embora os radicais livres tenham uma vida curta e ndo possam ser medidos diretamente,
sua atividade pode ser avaliada indiretamente por meio da estimativa de seus
subprodutos e dos niveis de antioxidantes.

O MDA é um dos compostos derivados da peroxidacdo de acidos graxos
poli-insaturados e tem sido amplamente utilizado como biomarcador para medir o
estresse oxidativo. Os efeitos induzidos por esses epitopos de MDA estdo associados a
expressdo de genes pro-inflamatoérios e a ativagdo de diversas vias de sinalizagao
inflamatéria (BUSCH; BINDER, 2017). O MDA pode ser quantificado em diversas
amostras bioldgicas, como sangue, urina e condensado do ar exalado de pacientes
afetados por uma ampla gama de doengas, incluindo cancer, doengas cardiovasculares,
doengas pulmonares e neurodegenerativas (DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005).

A carbonilagcdo de proteinas é um tipo de oxidagdo proteica que pode ser
promovida por EROs. Geralmente, refere-se a um processo que forma cetonas ou
aldeidos reativos, os quais podem reagir com a 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para
formar hidrazonas. A oxidagao direta das cadeias laterais de lisina, residuos de arginina,
prolina e treonina, entre outros aminoacidos, na reacdo de "carbonilacdo primaria de
proteinas" resulta na formagdo de produtos proteicos detectaveis por DNPH (SUZUKI;
CARINI; BUTTERFIELD, 2010).
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Justificativa

O estresse oxidativo presente nos mecanismos de defesa durante o processo de
infeccao pode levar a danos oxidativos. O modelo de NCC extraparenquimatosa permite o
estudo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos nessa patologia; no entanto, as
informagdes sobre os niveis de estresse oxidativo nesse modelo, bem como sobre as
diferencas entre os géneros, sdo escassas. Assim, avaliamos o0s niveis de estresse

oxidativo neste modelo.
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Obijetivos

e Objetivos principais:
o Avaliar o MDA no modelo experimental de NCC extraparenquimatosa com
ratos machos e fémeas.
o Avaliar a carbonilacdo de proteinas no modelo experimental de NCC
extraparenquimatosa com ratos machos e fémeas.
o Analisar o infiltrado linfocitario no modelo experimental de NCC
extraparenquimatosa com ratos machos e fémeas.
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Métodos

Animais de experimentacao

Os animais foram manuseados de acordo com protocolos éticos e com a legislagao
vigente. O projeto de pesquisa e todos os protocolos realizados foram aprovados pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu.
Foram utilizados 50 ratos Wistar (Rattus norvergicus), 25 machos e 25 fémeas, com 5
semanas de idade, pesando entre 130-150 g, provenientes do Biotério Central da Unesp,
Campus de Botucatu.

Os animais foram mantidos em sala de manutencdo de ratos nos biotérios da
Unipex com controle de luz (ciclos de 12 horas claro/12 horas escuro), temperatura
(aproximadamente 21° C) e de exaustao de ar. Foram alojados de dois a trés animais por
caixa de tamanho grande (com area disponivel de 1394 cm?), com fundos sdlidos forrados
com substrato de maravalha, alimentados com racdo comercial padrédo e livre acesso a
agua filtrada e receberam enriquecimento ambiental a cada troca de caixa com 5 bolas de

papel de celulose.

Calculo do tamanho amostral

Em estudos experimentais prévios (HAMAMOTO FILHO et al., 2019) ha uma taxa
de mortalidade de 33% dos animais quando submetidos a inoculacédo e de 70% de
sucesso de inducdo de NCC. Assim, foram necessarios 50 animais. O tamanho amostral
foi estimado pressupondo amostragem aleatdria simples, erros tipo | e Il iguais a 0,05 e

0,20 respectivamente.

Delineamento experimental

Quarenta ratos (20 machos e 20 fémeas) receberam injecdo subaracnodidea de 50
cistos de T crassiceps (Figura 1A), e foram mantidos vivos até trés meses
pos-inoculagcdo. Apdés o periodo observacional, os animais foram eutanasiados com

overdose de tiopental, e seus cérebros foram colhidos apds ampla craniectomia. A
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presenca de cistos no espacgo subaracndideo apds a colheita do cérebro confirmou a
inclusdo do animal (Figura 1B), enquanto os ratos que n&o apresentavam cistos (n&o
infectados) foram descartados. O hemisfério direito foi embebido em paraformaldeido
tamponado a 4%, e o hemisfério esquerdo foi congelado e armazenado a -80° C para
posterior quantificacdo de marcadores de estresse oxidativo (MDA e proteina
carbonilada). Dez animais (cinco machos e cinco fémeas) ndo receberam qualquer
intervencao e foram submetidos ao mesmo protocolo para eutanasia e processamento

tecidual na mesma idade dos animais inoculados (Figura 1C).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos procedimentos experimentais. A: a inje¢ao do
cisto foi realizada na cisterna magna, ou seja, no espago subaracndideo entre a porgao
postero-inferior do cerebelo e a porgédo dorsal da medula oblonga. B: trés meses apéds a
inoculagdo, os cistos puderam ser observados em todo o espago subaracnodideo,
localizados predominantemente na convexidade basal do cérebro e tronco encefalico. C:
o hemisfério direito foi utilizado para analise histologica, e o hemisfério esquerdo para
ensaios de estresse oxidativo. D: as vistas dorsal e coronal ao nivel da avaliagao

histologica do tecido.
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Parasitas e inoculacdes

Foram utilizados cistos de T. crassiceps mantidos na cavidade peritoneal de
camundongos da linhagem Swiss, provenientes do projeto de manutengao e replicagédo de
cepas registrado no Comité de ética de uso de animais da Faculdade de Medicina de
Botucatu sob protocolo 1255/2017 (Figura 2).

Para a inoculagdo intracraniana nos animais, os parasitas foram coletados de
modo asséptico da cavidade peritoneal dos camundongos. Apds a eutanasia dos
camundongos, a cavidade peritoneal foi aberta, os cistos foram obtidos e colocados em
placas de petri e foram selecionados conforme a viabilidade morfolégica (membrana
integra e sem calcificagbes) e tamanho adequado para passagem pela agulha de pungéo.
Os cistos viaveis foram separados para inoculagao direta nos animais do grupo cistos (50
cistos por rato, volume total = 0,2ml).

O grupo controle nao foi inoculado e foram observados durante 90 dias.

Para os procedimentos experimentais, os animais foram anestesiados com injecéo
intraperitoneal de mistura de cetamina (80mg/ml), xilazina (10mg/ml) e solugéo fisiolégica
0,9% numa dose de 2 ml / kg (solugdo anestésica= 0,8 ml de cetamina + 0,5 ml de
xilazina + 0,7 ml de solugéo fisiolégica 0,9% = 2 ml).

A inoculacdo foi realizada apds incisdo de 1 cm na pele na transicido
occipitocervical, com pungao suboccipital da cisterna magna com agulha de 25G. A sutura

da pele foi realizada com fio mononylon 4.0.

27



Figura 2: Manutencéo e selecdo de cepas de T. crassiceps. A esquerda, observam-se os
cistos de T. crassiceps em cavidade peritoneal de camundongo, local onde se replicam
por brotamento e sdo mantidos, seis meses apos terem recebido inoculagao de dez cistos
vivos. A direita, observam-se os cistos de T. crassiceps em placa de Petri para selecéo

manual com seringa antes das inoculagdes.

Avaliacao dos indicadores de estresse oxidativo

Malondialdeido

O nivel de MDA foi usado para avaliar a peroxidacgéao lipidica. Em resumo, 250 uL
de sobrenadante do tecido cerebral foi usado e adicionados a 750 uL de acido
tricloroacético a 10% para precipitacao de proteinas. As amostras foram centrifugadas
(3000 rpm, durante 5 minutos; Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburgo, Alemanha) e o
sobrenadante retirado. Foi adicionado acido tiobarbiturico na proporc¢éao de 0,67% (1:1) e
as amostras foram aquecidas por 15 minutos a 100°C. Apéds o resfriamento, foi realizada
a leitura a 535 nm no leitor de microplacas Spectra Max 190 (Molecular Devices®,
Sunnyvale, CA, EUA). A concentracdo de MDA foi obtida pelo coeficiente de extingdo
molar (1,56 x 105 M-1-cm-1) e a absorgdo das amostras e o resultado final relatado em
nmol/g de proteina (GARCIA, et al., 2021).
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Carbonilagao de proteinas

As proteinas carboniladas presentes no cérebro foram mensuradas por meio de
meétodo espectrofotométrico. Para tal, 100mg de tecido cerebral foram homogeneizados
em solugao gelada de PBS (1mL, pH 7.4) usando o ULTRA-TURRAX® T25 basic IKA ®
Werke Staufen/Germany, e centrifugadas a 800g a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi
incubado com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) durante 1 hora para a derivatizagdo das
proteinas carboniladas. Logo depois, as amostras foram desproteinizadas com acido
tricloroacético e centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado trés
vezes com solugao etanol/acetato de etila para retirada do excesso de DNPH, evitando a
quantificacdo de cromoforos nao ligados a proteina carbonilada. Por fim, foi adicionado
cloridrato de guanidina 6M ao sedimento lavado e em seguida realizada a leitura em
comprimento de onda de 370nm. Concentra¢des de proteinas totais nas amostras foram
quantificadas por meio de testes comerciais para ajuste de valores das proteinas
carboniladas. As concentragdes de proteinas carboniladas foram expressas em ug/g de

proteina.

Analise histoldgica

Um hemisfério do encéfalo foi seccionado transversalmente na topografia do
quiasma optico, utilizando-se matriz de encéfalo (Insight, Brasil) para cortes comparaveis.
Os fragmentos foram, em seguida, colocados em cassetes e mantidos em formaldeido
por 24 horas em temperatura ambiente. Sequencialmente, as amostras foram
desidratadas em banhos de alcool, clarificadas em xilol e entdo parafinadas. Para analise
da morfologia geral do encéfalo, os blocos foram seccionados em micrétomo com
espessura de 5um e coradas com hematoxilina e eosina. Foram realizados cortes
coronais, a o nivel do quiasma o6ptico como referéncias externas, foi utilizada uma matriz
para o corte de cérebro de rato (acessoério construido em acrilico cristal transparente para
corte histologico. Dimensdes (CxLxA): 45mm x 29mm x 19mm Espessura do corte fatiado:
0,5 mm). Apss a selegéo da regido alvo as laminas foram confeccionadas e coradas com
Hematoxilina e Eosina para analise do tecido. A analise histologica foi realizada no

espaco subaracnédideo (regido do quiasma) (Figura 1D). A analise morfométrica foi
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realizada de forma semi-quantitativa graduando o infiltrado linfocitario na interface
pia-aracndide em ausente, sem visualizagao de linfécitos (0), discreta, linfécitos escassos
e esparsos (+), moderada, linfocitos presentes focalmente, (++), ou intensa, muitos

linfocitos difusamente (+++).

Analise estatistica

Foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis seguido de Dunn para dados nao
paramétricos ANOVA seguido de Tukey para dados paramétricos. Para as analises, foram
utilizados os softwares SPSS (v. 21.0) e GraphPad (v. 5.0).
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Resultados

Dos 50 animais utilizados (Figura 3), houve 6bito na sequéncia da inoculagéo de 7
animais do grupo machos inoculados e 8 animais do grupo fémeas inoculadas. Assim, a
mortalidade pds-inoculagéo foi de 35% e 40% respectivamente. No desenvolvimento do

projeto os animais foram observados por 90 dias, a partir da inoculagao.

50 animais
inoculados: controle:
20 machos 9 machos
20 fémeas b fémeas
Machos: 13
Fémeas: 12 .
Analise Estressea
‘ histoldgica oxidativo
Analise Estresse
histolagica oxidativo

Figura 3: Fluxograma do delineamento experimental.

Avaliagao dos indicadores de estresse oxidativo

Foram realizadas analises de MDA e carbonilagdo de proteinas nos encéfalos dos
grupos inoculados e controles machos e fémeas. O Grafico 1 mostra uma média
significativamente maior de niveis de malondialdeido (15,6 + 5,8 nmol/mg) em ratos
infectados do que em ratos controle (11,3 £ 3,2 nmol/g), (p = 0,048). Os niveis de MDA

nao apresentaram diferenga significativa entre machos (Figura 3B, p = 0,059) e fémeas
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(Grafico 1C, p = 0,305). Os machos infectados apresentaram concentracées mais

elevadas de MDA que as fémeas (p = 0,024, Grafico 1D).
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Grafico 1: Comparagado da concentracdo de MDA entre os grupos experimentais. Ao
considerar todos os animais infectados, a concentracao média foi superior a dos animais
controle (A). Porém, as diferencas deixaram de ser significativas (ns) quando se
analisaram animais machos (B) e fémeas (C) com seus controles. Além disso,
considerando os animais infectados, os machos apresentaram maior concentracao de

MDA que as fémeas (D).

Os animais infectados apresentaram maior concentragcao de proteina carbonilada
que os controles (789,2 + 128,7 vs 582,5 + 30,3 pg/g, p < 0,001); esse efeito também foi
observado quando comparamos apenas ratos machos (p = 0,007) e fémeas (p = 0,005)
(Grafico 2). Nao foram observadas diferencas significativas entre machos e fémeas
infectados (p = 0,513).
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Grafico 2: Comparagdo da proteina carbonilada entre os grupos experimentais. Os
animais infectados apresentaram maiores concentragbées quando comparados todos os

animais (A), os machos (B) e as fémeas (C) com seus respectivos controles. Nao houve
diferenca entre machos e fémeas infectados (D).

Avaliacao do infiltrado linfocitario

Para a analise histologica utilizamos a metade de cada encéfalo de cada animal do
grupo controle e infectado.

A Figura 3 apresenta os padrbes de score de infiltrado linfocitario na interface
pia-aracnéide com muitos linfocitos difusamente (Figura 4: A e C) e a interface

pia-aracnoéide sem visualizagao de linfocitos (Figura 3: B e D).
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Figura 4. Infiltrado inflamatério no modelo experimental de NCC extraparenquimatosa. A.
Lamina histolégica de um rato infectado corada com HE evidenciando o infiltrado
linfocitario na interface pia-aracnoide com muitos linfécitos difusamente (+++). B. Lamina
histologica de um rato controle corada com HE evidenciando a interface pia-aracnoide
sem visualizagado de linfécitos (0). C. Lamina histolégica de uma rata infectada corada
com HE evidenciando o infiltrado linfocitario na interface pia-aracnéide com muitos
linfécitos difusamente (+++). D. Lamina histolégica de uma rata controle corada com HE
evidenciando a interface pia-aracnoide sem visualizagao de linfécitos (0).

A avaliagdo histologica revelou uma interface aracnoide-pia-mater-cérebro normal
nos animais controle, com fina e delicada camada aracndide justaposta a pia-mater, com
poucos linfocitos detectaveis. Entre os animais infectados foram observados graus
variaveis de infiltragdo linfocitaria, com muitos casos de aracndides espessados e
linfocitos nos focos de infiltragdo ou distribuigcao difusa (Figura 3). A mediana do escore de
infiltracdo de linfécitos foi maior nos animais infectados do que nos animais controle (3,0
vs 1,0, p < 0,001). Essa diferenca permaneceu significativa entre machos (p = 0,038) e
fémeas (p = 0,003). Nao encontramos diferencas significativas entre os ratos machos e

fémeas infectados (p = 0,721) (Grafico 3).
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Grafico 3: Classificacdo de intensidade de células inflamatérias no tecido cerebral. Os

animais infectados apresentaram maiores “Scores” quando comparados todos os animais

(A), os machos (B) e as fémeas (C) com seus respectivos controles. Ndo houve diferenga

entre machos e fémeas infectados (D).
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Discussao

A inflamagéo ocorre ao longo da histéria natural da NCC, mesmo em casos de
cistos calcificados (HAMAMOTO FILHO et al., 2015). Embora desempenhe um papel
fundamental na destruicdo eficaz do parasita, esse efeito € ambiguo, pois também esta
relacionado a gravidade dos sintomas. Como o uso de anti-helminticos pode desencadear
inflamacao ao aumentar a exposicao dos parasitas a vigilancia imunolégica, € necessario
0 uso concomitante de corticosterdides para controlar o possivel aumento da gravidade
(TOLEDO et al,. 2018). Assim, o controle da inflamagdo sem comprometer a eficacia dos
cisticidas € um alvo significativo de investigagao.

EROs e nitrogénio produzidos durante a inflamagcdo podem danificar o DNA,
proteinas e lipidios, resultando em lesdes nas células e tecidos circundantes (MUNK et
al,. 2018). Embora quantidades fisiolégicas dessas espécies reativas possam ser
toleradas em condi¢gdes saudaveis, esta claramente demonstrado que o estresse
oxidativo prejudica a funcdo neurolégica em diversas condicdes, como doencgas
neurodegenerativas e infecciosas (TRIST et al,. 2019; PRINCIPI e ESPOSITO, 2020; BAI
et al,. 2022).

Poucos estudos abordaram o estado de estresse oxidativo em pacientes com NCC.
Rodriguez e colaboradores (2008) descobriram que pacientes com NCC apresentavam
niveis mais elevados de peroxidagdo lipidica (LP) no liquido cefalorraquidiano em
comparagdo com os controles, e esses niveis de LP estavam significativamente
correlacionados com a resposta inflamatéria e a gravidade dos sintomas. Curiosamente,
mesmo o0s pacientes que receberam terapia com esterdides apresentaram niveis
aumentados de LP. Prasad e colaboradores (2012) estudaram criangas com NCC e
encontraram niveis mais elevados de MDA, proteina carbonilada e nitrito, acompanhados
de baixos niveis de antioxidantes no liquido cefalorraquidiano (LCR). Além disso, foi
relatado que, em diferentes doencgas infecciosas, como infec¢des respiratorias agudas
causadas por diversos virus, o estresse oxidativo esta implicado na lesédo do tecido
pulmonar e na disfuncdo da barreira epitelial, o que pode aumentar a suscetibilidade a
novas infecgdes. O aumento do estresse oxidativo também pode promover fibrose
tecidual e disfungao metabdlica, como observado na hepatite viral (IVANOV et al,. 2017).
Os resultados obtidos em nosso estudo devem ser considerados para otimizar o
tratamento da NCC extraparenquimatosa e reduzir os danos colaterais associados.

No presente estudo, demonstramos a ocorréncia de estresse oxidativo em um

modelo murino de NCC extraparenquimatosa. As diferengas entre os animais infectados e
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os de controle foram ainda mais pronunciadas nos niveis de proteina carbonilada. Além
disso, observou-se que uma tentativa significativa de preservagdo dos cistos apds a
colheita do cérebro correlacionava com a intensidade do estresse oxidativo com a carga
parasitaria.

Em estudos anteriores, ratas apresentaram caracteristicas inflamatorias mais
acentuadas do que ratos (MOREIRA et al,. 2023; AMBROSIO et al,. 2015). No entanto, no
presente estudo, encontramos concentragées maiores de MDA em machos. Uma possivel
explicacdo para essa relagao pode ser a modulacdo do sistema de defesa antioxidante
pelos hormodnios; estrogénio e progesterona possuem propriedades antioxidantes
(CHAINY e SAHOO, 2020). Por outro lado, as fémeas parecem apresentar caracteristicas
inflamatdérias mais intensas na NCC do que os machos (DEL BRUTTO et al,.1988;
FLEURY et al,. 2004). A interacdo entre cisticercose, hormbnios sexuais e estresse
oxidativo necessita de uma exploracao mais aprofundada.

Em resumo, neste estudo, encontramos evidéncias significativas que indicam um
aumento nos marcadores de estresse oxidativo na NCC extraparenquimatosa, o que
reforca as semelhancas entre este modelo e a infeccdo humana. O monitoramento do
estado de estresse oxidativo ao longo do curso da infecgao poderia fornecer informagdes
relevantes sobre o momento ideal para a administracdo de anti-helminticos e
corticosteréides, bem como para a retirada dos -corticosterdides. No entanto, sdo
necessarios mais estudos experimentais para avaliar essa possibilidade a partir de uma

perspectiva translacional.
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Conclusao



Conclusao

e O modelo de NCC extraparenquimatosa experimental em ratos com a
infeccdo por cistos de T. crassiceps em ratos elevou significativamente os
niveis de MDA, tanto em ratos machos quanto em ratos fémeas. E os niveis
de carbonilagao de proteinas foi significativamente maior em ratos machos.

e A infecgdo de T. crassiceps neste modelo de NCC produziu uma resposta
inflamatoria significativa com infiltrado na interface pia-aracndide de ratos

machos e fémeas.
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Introduction

Neurocysticercosis (NCC) is a common parasitic disease of the central nervous
system (CNS) in low- and middle-income countries. Despite recent decrease on its
endemicity (especially in Latin America), NCC remains a relevant public health problem
with significant social and economic burden in endemic countries.1-3 NCC is also a health
challenge in countries receiving immigrants from endemic regions, even though its extent

and impact is not yet clear.4,5

The disease has two different forms depending on the site at which the larvae of
Taenia solium are found within the CNS: parenchymal (P-NCC) and extraparenchymal
(EP-NCC). While P-NCC is highly responsive clinical treatment, with a relatively benign
course (except by massive infection), EP-NCC is less responsive to anthelminthic drugs
and more prone to complications, such as vasculitis, hydrocephalus, and raised
intracranial pressure.6-8 Inflammation is a key pathophysiologic mechanism underlying
such complications9, and oxidative stress has been shown to accompany the severity of

NCC, mainly among patients with neurocysticercosis-induced hydrocephalus.10

The use of experimental models of NCC has allowed for a better comprehension of
NCC’s pathophysiology and they open pathways for testing new therapeutic
regimens.11-15 The experimental model of EP-NCC with Taenia crassiceps has been
shown to closely resemble the features of human disease, with brain parenchyma
displacement, hydrocephalus, and subarachnoid inflammation.16,17 In the present study,

we investigated the presence of in situ oxidative stress markers in rats with EP-NCC.
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Methods

We used Wistar rats (Rattus norvegicus) that were handled according to the ethical
guidelines and current legislation for animal research. The project received approval from

the local Institutional Review Board for ethics on animal use.

The animals were 6 weeks aged, they were kept under 12h light-dark cycles, with room
temperature at 210 C, with free availability of water and conventional commercial food. In
total, we used 50 animals (25 males and 25 females), with 10 animals (5 of each sex) as
controls. The sample size was estimated considering a 30% of death following the
inoculations, 66% of successful infection, reported data on oxidative stress in

neurocysticercosis, type Il error at 20%, and the level of significance at 5%.
Study design

Forty rats (20 males, 20 females) received a subarachnoid injection of 50 cysts of T.
crassiceps and were maintained alive until 3 months post-inoculation. After the
observational period, the animals were euthanized with thiopental overdose, and the brain
was harvested after wide craniectomy. The presence of cysts in the subarachnoid space
upon brain harvesting leaded to the inclusion of the animal; if no cysts were observed, the
animal was discarded (not infected). The right hemisphere was embedded in 4% buffered
paraformaldehyde, and the left hemisphere was frozen and stored at -800 C for posterior
quantification of oxidative stress markers (malondialdehyde and protein carbonyl). Ten
animals (5 males, 5 females) didn’t receive any inoculation and underwent the same

protocol for euthanasia and tissue processing at the same age as the inoculated animals.
Parasites and inoculations

Cysts of T. crassiceps (ORF strain) were maintained in the peritoneal cavity of mice (Mus
musculus) and were aseptically removed onto Petri dishes with saline 0.9%. The cysts
were selected based on their size (0.5mm) and membrane integrity. Each rat received 50
cysts in 0,2ml of saline 0.9%, as previously described.16 Briefly, after intraperitoneal
anesthesia with a moisture of Xylazine and Ketamin, the skin was incised at the posterior
cervical region along the cranio-cervical junction, and the subarachnoid space of the
cisterna magna was punctioned with a 24-gauge needle for the injection. Finally, the skin

was sutured with 4.0 mononylon thread.
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Histologic assessment

After 24 hours in 4% buffered paraformaldeyde for fixation, the right hemispheres were
dehydrated in increasing concentrations of alcohol baths, clarified in xylene, and
paraffinized. Slices were performed at the level of the optic chiasm with 5um of thickness,

and stained with hematoxylin and eosin.

The lymphocyte infiltrates in the basal arachnoid-pia-mater-brain interface were analyzed
in a semi-quantitative fashion using the following score: 1 for absence of lymphocyte
infiltration, 2 for discrete infiltration (scarce and sparce lymphocytes), 3 for moderate
infiltration (focally present lymphocytes), and 4 for intense infiltration (several lymphocytes

diffusely).
Oxidative stress assessment

Since the free radicals (reactive oxygen species) are rapidly degraded, they cannot be
directly measured, instead, they activity can be measured indirectly by assessing their
byproducts. Here, we assessed malondialdehyde and protein carbonil. Malondialdehyde is
a derivate of the peroxidation of polyunsaturated fatty acids18, and carbonil protein refers
to the process by which the oxidation of side chains of aminoacids leads to the formation

of reactive ketones and aldehydes.19

After defrosting the left hemispheres, they were homogenized. For malondialdehyde
quantification, 250 pL of brain tissue supernatant was used and added to 750 pL of 10%
trichloroacetic acid for protein precipitation. The samples were centrifuged (3000 rpm, for 5
minutes; Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany) and the supernatant
removed. Thiobarbituric acid (ATB) was added in a proportion of 0.67% (1:1) and the
samples were heated for 15 minutes at 100°C. After cooling, reading was performed at
535 nm on the Spectra Max 190 microplate reader (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA,
USA). The MDA concentration was obtained by the molar extinction coefficient (1.56 x 105
M-1-cm-1) and the absorption of the samples and the final result reported in nmol/g of

protein.

For protein carbonyl, 100ug of brain tissue was homogenized in ice-cold PBS
solution (1mL, pH 7.4) using the ULTRA-TURRAX® T25 basic IKA ® Werke
Staufen/Germany, and centrifuged at 800g at 4°C for 10 min. The supernatant was

incubated with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) for 1 hour to derivatize the carbonyl
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proteins. Soon after, the samples were deproteinized with trichloroacetic acid and
centrifuged. The supernatant was discarded and the sediment was washed three times
with an ethanol/ethyl acetate solution to remove excess DNPH, avoiding the quantification
of chromophores not linked to the carbonyl protein. Finally, 6M guanidine hydrochloride
was added to the washed sediment and then reading was performed at a wavelength of
370nm. Total protein concentrations in the samples were quantified using commercial tests
to adjust carbonyl protein values. The concentrations of carbonyl proteins were expressed

as pg/mg of protein.
Statistical analysis

The analyses were performed in three steps. First, all infected animals (irrespective
of the sex) were compared to the control group. For parametric data, we used the
independent T-test and, for non-parametric data, the Mann-Whitney test. Next, the same
tests were used for comparison of infected males with their controls, infected males with
their controls, and infected females with their controls. Finally, we compared the infected
male and female rats. The analyzes were performed with the softwares Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) v. 24.0 (IBM Corp, Armonk, NY, USA) and GraphPad
Prism v. 8.2.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) were used for the analyses.

Differences were considered significant when p <0.05.
Results

From the 20 male rats, seven died after inoculation and two did not have cysts, and
from the 20 female rats, eight died and two did not develop infection. Therefore, we

analyzed 11 male and 10 female infected rats.

On histologic assessment, we observed normal arachnoid-pia-mater-brain interface
in the control animals, with a thin and delicate arachnoid layer juxtaposed to the pia-mater,
with few detectable lymphocytes. Among the infected animals, we observed variable
degrees of lymphocyte infiltration, with many cases of thickened arachnoid and
lymphocytes in foci of infiltration or diffusely distributed (Figure 1). The median score of
lymphocyte infiltration was higher for infected than control animals (3.0 vs 1.0, p < 0.001).
The difference remained significant for the comparisons of males (p = 0.038) and females
(p = 0.003). We found no significant differences between infected male and female rats (p
=0.721).
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Males

Females

Figure 1. Microscopic view of the basal arachnoid-pia-mater-brain interfaces for males (A
and B) and female (C and D) rats. On control animals, we can see a thin arachnoid layer
(arrows) juxtaposed to the pia-mater with preserved histoarchitecture (B and D). On
infected animals (A and C), the arachnoid is thickened lymphocytes (*) can be observed in

intense (A) or discrete (C) infiltrations.

The mean malondialdehyde concentration was 15.6 + 5.8 nmol/mg for infected
animals, and 11.3 £ 3.2 nmol/g for control animals (p = 0.048). However, the difference
was not significant when analyzing separately the males (p = 0.059) and the females (p =
0.305). Infected males had higher concentration of malondialdehyde than females (p =

0.024) (Figure 2).
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Figure 2. Comparisons of malondialdehyde concentration between the experimental
groups. When considering all infected animals, the mean concentration was higher than
the control animals (A). However, the differences were no longer significant (ns) when
analyzing the male (B) and females (C) animals with their controls. Besides, considering
the infected animals, males had higher concentration of malondialdehyde than females

(D).

For protein carbonyl, except by the comparison between infected males and
females (p = 0.513), all differences were significant. Infected animals had higher
concentration than controls (789.2 + 128.7 vs 582.5 £ 30.3 ug/g, p < 0.001), even when

comparing only male (p = 0.007) and female rats (p = 0.005) (Figure 3).
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Figure 3. Comparisons of protein carbonyl between the experimental groups. The infected
animals presented higher concentrations when comparing all animals (A), the males (B),
and females (C) with their respective controls. There was no difference between infected
males and females (D).
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Discussion

Inflammation is present throughout the natural history of NCC, even in cases of
calcified cysts.9 Inflammation is pivotal for the effective parasite destruction, however, it is
a double-edge sword, because it is also related to the severity of the disease’s symptoms.
Since the use of anthelminthics may trigger inflammation by exposing the parasite’s
antigens to the immunological surveillance, the concomitant use of corticosteroids is
necessary for symptom control.20 Therefore, the control of inflammation while not

impairing the cysticide’s effectiveness is a research target.

Reactive oxygen and nitrogen species produced during inflammation may damage
DNA, proteins, and lipids — with consequent lesions to surrounding cells and tissues.21
While a physiologic amount of these reactive species can be tolerated under healthy
conditions, oxidative stress has been clearly demonstrated to impair neurological functions

in several conditions such as neurodegenerative and infectious diseases.22-25

Few studies have addressed the status of oxidative stress in patients with NCC.
Rodriguez et al. found that not only patients with NCC had higher levels of lipid peroxidase
(LP) in the cerebrospinal fluid than controls, but also that the LP levels had a significant
correlation with the inflammatory response and the severity of the symptoms.26
Interestingly, even patient under steroid therapy had higher levels of LP. Prasad et al.
studied children with NCC and found higher levels of malondialdehyde, protein carbonil,

and nitrite accompanied by low levels of antioxidants in the CSF.27

In the present study, we have demonstrated that oxidative stress is also present in
the murine model of extraparenchymal neurocysticercosis. The differences between
infected and control animals were more pronounced for protein carbonil — for which
biomarker, even with smaller samples (i.e., using the subgroups by sex), the differences

remained statistically significant.

In previous studies, female rats had higher inflammation features than male
rats.28,29 On the opposite, in the present study we found higher concentration of
malondialdehyde among males. A possible explanation is the relationship between
hormones and the modulating antioxidant defense system: oestrogen and progesterone

display antioxidant features.30 However, the female sex is well recognized as more prone

55



to NCC susceptibility than the male sex. The crosstalk between cysticercosis, sexual

hormones, and oxidative stress should be further explored.

Finally, despite the results of the present study were somehow expected, we
provide one more feature demonstrating that the model of extraparenchymal
neurocysticercosis with T. crassiceps resembles human infection. Monitoring the oxidative
stress status throughout the course of the infection could give relevant information
regarding the optimal time to administer anti-helminthics and corticoids, as well as for the
withdrawal of the corticoids. Future experimental studies should evaluate this possibility

aiming to a translational perspective.
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