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Resumo

A hidrocefalia é uma das complicacbes mais frequentes da neurocisticercose
extraparenquimatosa, combinando mecanismos obstrutivos e inflamatoérios que
causam prejuizos a circulacao de liquor. Modelos experimentais podem auxiliar
na compreensdo de mecanismos fisiopatologicos da doenca. Estudamos
alteracbes comportamentais, radiologicas e morfologicas de ratos num modelo
experimental de hidrocefalia induzida por neurocisticercose através da
inoculacao cisternal de cistos e antigenos de Taenia crassiceps comparando-o
com o modelo classico de hidrocefalia experimental induzida por caulim. Foram
utilizados 52 animais divididos em quatro grupos: cistos, antigenos, caulim e
controle. Para avaliagdo comportamental foi utilizado teste de campo aberto;
para avaliacdo radioldgica foram adquiridas imagens de ressonancia magnética
com estudo de volume ventricular; e para avaliacdo morfologica foram
analisadas figuras de inflamacao e expressao imunoistoquimica de proteina
acida fibrilar glial (GFAP) e aquaporina-4 (AQP-4). Diferentemente do que ocorre
na hidrocefalia por caulim, o comportamento dos animais com hidrocefalia por
neurocisticercose nao foi alterado precocemente (p = 0,02). O volume ventricular
da hidrocefalia induzida por neurocisticercose experimental teve evolugdo
progressiva e as alteracOes de ressonancia magnética foram semelhantes as
observadas em humanos. A hidrocefalia induzida por neurocisticercose
experimental induz reagdes inflamatérias e astrocitaria periventriculares. A
expressao de GFAP foi maior no primeiro més pds-inoculacao que no sexto més
(p = 0,04). A expressdo de AQP-4 foi maior no sexto més pos-inoculacao que no
primeiro més (p = 0,02) e também ocorreu em animais que receberam
inoculacao antigénica mas nao desenvolveram hidrocefalia, sugerindo um papel

da AQP-4 como via alternativa de absor¢ao de liquor em vigéncia de inflamacao.



Abstract

Hydrocephalus is one of the most common complications of extraparenchymal
neurocysticercosis, combining obstructive and inflammatory mechanisms that
impair the circulation of cerebrospinal fluid. Experimental models are helpful for
the understanding of the pathophysiological mechanisms of the disease. We
studied behavioral, radiological and morphological alterations of rats in an
experimental model of neurocysticercosis-induced hydrocephalus through a
cisternal inoculation of cysts and antigens of Taenia crassiceps, comparing it with
the classic model of experimental kaolin-induced hydrocephalus. We used 52
animals divided into four groups: cysts, antigens, kaolin and control. Open field
test was used for behavioral assessment; magnetic resonance imaging (MRI)
with ventricular volume study was used for radiological assessment;
morphological evaluation focused on figures of inflammation and
immunohistochemical reactivity of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and
aquaporin-4 (AQP-4). Differently from the kaolin-induced hydrocephalus, the
behavior of the animals with hydrocephalus by neurocysticercosis was not
altered early (p = 0.02). The ventricular volume of hydrocephalus induced by
experimental neurocysticercosis had a progressive evolution and the MRI
changes were similar to those observed in humans. Hydrocephalus induced by
experimental neurocysticercosis induces periventricular inflammatory and
astrocytic reactions. GFAP expression was higher in the first month after
inoculation than in the sixth month (p = 0.04). AQP-4 expression was higher in
the sixth month post-inoculation than in the first month (p = 0.02), and also
occurred in animals that received antigen inoculation but did not develop
hydrocephalus, suggesting a role of AQP-4 as an alternative route of CSF

absorption in the presence of inflammation.
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Prélogo

Sexta-feira, 09/11/2018: esta tese estava praticamente pronta. Da
entrada no Pronto Socorro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu (HCFMB) uma paciente do sexo feminino, de 53 anos, natural de
Saloa/Pernambuco, encaminhada com historia de cinco meses de cefaleia
progressiva, com piora aguda ha seis dias, acompanhada de vomitos e perda
subita e transitoria de consciéncia. Ressonancia magnética do encéfalo mostrou
lesdo cistica no forame de Monro causando dilatacdo ventricular assimétrica
(figura 1A), mais importante a direita, além de outra lesdo vesicular no cortex
parietal direito e outras lesoes calcificadas em outras topografias do cérebro. Foi
levantada hipo6tese diagnostica de neurocisticercose e programada retirada da
lesdo intraventricular. No final de semana a paciente apresentou rebaixamento
do nivel de consciéncia e o neurocirurgido de plantdo optou por realizar
derivacdo ventricular externa e fenestracdo endoscopica do septo pelucido
(figura 1B). Optou por ndo retirar o cisto por julgar haver sinais radiolégicos de
aderéncia do cisto a parede ventricular. No decorrer da semana, a paciente foi
submetida a resseccdo do cisto com microcirurgia através de acesso inter-
hemisférico transcaloso (figuras 1C, 1D). A derivacdo ventricular pode ser
retirada e a paciente iniciou, entdo, tratamento com Albendazol e mantém
acompanhamento regular no servigo de Neurocirurgia do HCFMB.

Segunda-feira, 19/11/2018, chega ao Pronto Socorro um paciente do sexo
masculino, de 34 anos, natural de Jaicds/Piaui, com quadro de crises epilépticas
focais motoras com generalizacdo secundaria iniciadas ha onze dias. Tomografia
computadorizada e ressondncia magnética de encéfalo mostraram multiplas

lesdes cisticas com sinal heterogéneo no interior (figura 2) sugestivas de
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neurocisticercose. O paciente iniciou, entdo, tratamento anti-epiléptico de
manuten¢do, além de tratamento cisticida com Albendazol e Praziquantel
acompanhados de corticoesteroide, sem intercorréncias durante a internacao

hospitalar. O paciente mantém acompanhamento no servico de Neurologia do

HCFMB.

l\' A = b &% _"

Figura 1. Paciente com neurocisticercose extraparenquimatosa. A: imagem de ressondncia
magnética ponderada em T1 com contraste mostra cisto intraventricular (seta) causando
obstrucdo hidrocefalia por obstru¢do do forame de Monro a direita. B: Visdo endoscépica do cisto
(*)- C: acesso inter-hemisférico utilizado para retirada do cisto apresentado em (D).
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Figura 2. Paciente com neurocisticercose parenquimatosa. Imagens de ressonancia ponderadas
em FLAIR exibem lesdes vesiculares cisticas hipointensas com contetido hiperintenso sugestivo
de escdlex de cisticercos (setas) no lobo temporal direito (A) e frontal esquerdo (B).

Os dois casos representam as distintas formas de neurocisticercose
(extraparenquimatosa e parenquimatosa, respectivamente) e ilustram o quadro
clinico comum a essas duas formas da doencga: hidrocefalia com hipertensao
intracraniana na forma extraparenquimatosa, e epilepsia na forma
parenquimatosa. Os dois pacientes residem na regido de Botucatu, mas sao
provenientes da regido Nordeste do pais, o que demonstra que a doenca ainda é
prevalente no pais, especialmente em areas sem saneamento adequado.

Oportunamente, os dois casos apresentam a pertinéncia do estudo da doenga.
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Estudo das alteracdes comportamentais, radiolégicas e morfologicas da

hidrocefalia induzida por neurocisticercose experimental

1. Introducao

Neurocisticercose é a doenca parasitaria mais comum do sistema nervoso
central (SNC). Trata-se de zoonose passivel de erradicacao através de medidas
de controle sanitario que interrompam o ciclo bioloégico do parasita, Taenia
solium, mas que permanece endémica em paises em desenvolvimento e tem
ressurgido em paises desenvolvidos (Gripper e Welburn, 2017; Carpio et al,,
2018).

Taenia solium é um cestodo parasita de vertebrados que tem como
hospedeiro definitivo o0 homem, e como hospedeiro intermediario, o porco. No
ciclo de vida do parasita, o verme adulto se localiza no intestino humano, onde se
reproduz por autofecundacdo. Seus ovos sdo liberados nas proglétides da porcao
caudal do parasita e exteriorizados para o meio ambiente atraveés das fezes do
hospedeiro. No ambiente, os ovos de T. solium sdo ingeridos por porcos. Na
mucosa intestinal dos suinos, os ovos eclodem e os zigotos se transformam em
oncosferas que atravessam a mucosa intestinal e se alojam na musculatura do
animal na forma de cisticercos. A ingestao de carne suina contaminada com
cisticercos permite o desenvolvimento da forma adulta do parasita no intestino
humano, fechando seu ciclo biolégico. Quando o homem ingere os ovos do
parasita, comporta-se como hospedeiro intermediario acidental e, sob essa
circunstancia, as oncosferas ativadas tém predilecido por se alojar no SNC,
causando a neurocisticercose. No SNC, os cisticercos podem se alojar no

parénquima cerebral, no espago subaracnoideo e nos ventriculos cerebrais. A
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localizacdo, o tamanho dos cistos, a carga parasitaria e as reagdes imunologicas
do hospedeiro determinam a sintomatologia (Coyle et al., 2012; Oliveira et al,,
2018).

A forma parenquimatosa é a mais frequente e esta associada a crises
epilépticas, cefaleia, déficits focais e alteragdes comportamentais (Garcia et al.
2014). No parénquima cerebral, o cisticerco passa por quatro formas evolutivas:
vesicular, coloidal, granulomatosa e calcificada. Na forma vesicular, o parasita é
viavel e exibe mecanismos adaptativos de protecdo contra a resposta
imunolégica do individuo. Em exames de imagem, identificam-se lesdes cisticas
hipoatenuantes em relacdo ao parénquima, sem realce a contraste. Na forma
coloidal, ha resposta inflamatéria contra o parasita, que passa a exibir conteudo
cistico viscoso, com fino realce periférico ao contaste. O prosseguimento da
degeneracdo do parasita evolui para a formacdo de granuloma, com macréfagos
produzindo uma reacdo de corpo estranho que se mostra em exames de imagem
como cistos com espessa parede de intensa capta¢do de contraste. Finalmente, a
resposta inflamatdria se organiza formando uma lesdo calcificada (Kimura-
Hayama et al., 2010).

A forma parenquimatosa é passivel de tratamento clinico com as drogas
utilizadas para o tratamento da teniase intestinal, como Albendazol e
Praziquantel. Essas drogas tém indica¢do nas fases evolutivas iniciais da doeng¢a
e sdo efetivas na destruicio do parasita. Corticoesterdides devem ser
administrados concomitantemente para reduzir os efeitos da intensa resposta
inflamatéria provocada pela morte do parasita que pode deteriorar os sintomas
clinicos. Além disso, drogas anti-epilépticas também devem ser utilizadas nos

casos de epilepsia associada (White Jr et al.,, 2018).
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A forma extraparenquimatosa é a forma menos frequente, porém mais
grave da doenca. Os cistos se alojam nos compartimentos liquéricos (espago
subaracnoideo e ventriculos) podendo causar obstrucdo mecanica a circulacao
do liquor e hidrocefalia, meningite, compressdo de nervos cranianos, e rea¢do
inflamatéria perivascular, determinando vasculite e consequentes infartos
cerebrais (Fleury et al.,, 2011; Mahale et al, 2015). Tanto a obstrucdo mecanica
quanto as reac¢Oes inflamatorias na aracnoide podem ocasionar distdrbios da
circulacdo do liquor e, consequentemente, hidrocefalia, uma das complica¢oes
mais frequentemente associadas a forma extraparenquimatosa da
neurocisticercose (Sotelo e Marin, 1987; Matushita et al.,, 2011).

A hidrocefalia na neurocisticercose tem particularidades em relacao as
outras formas de hidrocefalia. Primeiramente, pela combinacdo de mecanismos
mecanicos e inflamatdérios em sua fisiopatologia; em segundo lugar, pela
variabilidade do quadro clinico, que pode ser agudo ou crénico; e finalmente,
pelos desafios que impde ao tratamento cirurgico (Colli et al, 2002). A
hidrocefalia é classicamente tratada com derivacdes ventriculares para o
peritoneo (DVP). Na neurocisticercose, as DVPs tém risco aumentado de infeccao
e disfuncdo, aumentando o numero de reoperagdes necessarias, as quais estdo
associadas a maiores taxas de morbi-mortalidade (Agapejev et al, 2007). O
tratamento  endoscépico da  hidrocefalia, com a realizacdo de
terceiroventriculostomia, que comunica o sistema ventricular com o espago
subaracnoideo, ampliou as possibilidades terapéuticas para pacientes com
hidrocefalia associada a neurocisticercose, porém nao é efetiva em todos os
casos, principalmente naqueles com intensa aracnoidite basal (Torres-Corzo et

al, 2010; Zymberg, 2013; Zheyne et al., 2017).
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1.1. Neurocisticercose - ainda prevalente, porém negligenciada

A neurocisticercose é uma doenca relacionada a precariedade de
condi¢Oes sanitarias. Sua frequéncia reduziu muito ao longo do século XX em
paises desenvolvidos, notavelmente do hemisfério norte, porém permanece
endémica nos paises em desenvolvimento, principalmente na América Latina
Africa sub-saariana, e no sudeste asiatico (figura 3).

No Brasil, levantamentos até o inicio dos anos 2000 mostravam alta
incidéncia da doenga, com prevaléncia de 1,5% em estudos necroscdpicos e de
3,0% em estudos clinicos, com mortalidade da doenca proxima de 15%
(Takayanagui et al, 1996; Chimelli et al., 1998; Agapejev, 2003), Apesar da
reducdo da incidéncia da doenga, a soro-prevaléncia do complexo teniase-
cisticercose continua bastante elevada, na ordem de 3,4 a 13,8%, especialmente
entre suinocultores domeésticos — o que demonstra o potencial de surgimento de

novos casos de neurocisticercose (Ishida etal.,, 2011; Guarda et al,, 2018).

22 = e ®e ea c . X
ST Y s D ountries reporting
>5 imported cases
per year
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United States of America

B Endemic
[ suspected endemic
1 Few pigs with risk factors

B Nodata

] No data / possible transmission in some communities %

] Not endemic O
[_1 Not applicable %

Figura 3. Representacdo da endemicidade de T. solium no mundo. Fonte: Organiza(;éd Mundial da
Saude, 2015
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Recentemente, verificou-se que a neurocisticercose foi a causa de 0,015%
dos Obitos no pais, com taxa de mortalidade ajustada para idade de 0,97 por
1.000.000 de habitantes. Felizmente, ha uma tendéncia na reducdo da
mortalidade associada a doenga, embora seus numeros ainda sejam
preocupantes (Martins-Melo et al., 2016).

Na América Latina, a prevaléncia de neurocisticercose também tem se
reduzido, porém persiste elevada (Flisser et al., 2003; Fleury et al., 2010; Fleury
et al., 2014; Rodriguez-Morales et al., 2018). Dados consistentes de paises como
Peru e México demonstram soro-prevaléncia de 8,4% a 36,9% (Moyano et al,,
2016; Morales et al., 2018), mantendo a neurocisticercose como importante
causa de hospitalizacdo em servicos de neurologia e neurocirurgia (Fleury et al,,
2010; Ron-Garrido et al, 2015), e acarretando elevados custos financeiros
(Bhattarai et al., 2018). Assim como ocorre no Brasil, a prevaléncia é mais alta
entre habitantes de zona rural que convivem com a criagdo de suinos (Garvey et
al.,, 2018).

Os dados epidemiolégicos da Africa e do sudeste asiatico sdo mais
escassos, mas também apontam altas soroprevaléncias e achados caracteristicos
da doenca em exames de neuroimagem, da ordem de 2 a 35% (Mwanjali et al,,
2013; Mwape et al,, 2015; Wu et al.,, 2017), causando também grande impacto
social e econdmico (Singh et al.,, 2017).

Na Europa e nos Estados Unidos, a doenca tem reaparecido nas duas
ultimas décadas, principalmente em razdo de fluxos migratérios a partir de
paises endémicos (Giménez-Roldan et al., 2003; Walin e Kurtzke, 2004; Fabiani e
Bruschi, 2013; Laranjo-Gonzalez et al, 2017). Além disso, ainda existem

condigdes para o surgimento de casos autoctones e transmissao no leste europeu
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(Devleesschauwer et al., 2017) e nos proprios Estados Unidos (Sorvillo et al,,
2011; Cantey et al,, 2014). As ondas migratorias e as crises de refugiados sdo
grandes desafios aos paises desenvolvidos sob varios aspectos, incluindo
aspectos sanitarios e de saude publica. Neste contexto, a neurocisticercose volta
a ser um diagnostico diferencial para doengas do sistema nervoso central em
grandes centros (Hotez, 2014; O’Neal e Flecker, 2015; Herrador et al, 2018;

Hunter et al., 2018; Nash et al., 2018).

1.2. Neurocisticercose extraparenquimatosa - forma mais agressiva da
doenca

A forma extraparenquimatosa da neurocisticercose é a menos comum,
porém mais agressiva da doenga (Estafiol et al, 1986). A definicdo da forma
extraparenquimatosa é bastante ampla: contempla cistos localizados nas
cisternas da base do cranio, na fissura lateral do cérebro, nos ventriculos, no
espaco subaracnoideo da convexidade e da medula espinhal (figura 4). Em
comum a todas essas topografias, esta o fato de os cistos se situarem em
compartimentos liquoricos. Os cistos localizados no espago subaracnoideo na
alta convexidade cerebral tém comportamento bioldgico semelhante aos cistos
parenquimais (Fleury et al.,, 2011). Ja nas outras localiza¢des, o quadro clinico é
variavel, e a evolucdo pode nao ser tdo favoravel.

Enquanto os cistos estdo vidveis e conseguem estabelecer mecanismos de

evasdo a resposta imune do hospedeiro, os pacientes podem permanecer

assintomaticos por longo periodo (Cuetter e Andrews, 2002). Porém os cistos

27



nos compartimentos liqudricos podem absorver liquido, crescer e atingir
grandes volumes, resultando em compressdao de estruturas adjacentes. Esse
fendmeno é chamado degeneracdo hidropica e esta envolvido na transformacao
do cisticerco da forma celulosa para a forma racemosa (Escobar, 1983). Na forma
racemosa, em geral, os escolices estdo ausentes e os cistos podem se aglomerar

apresentando uma morfologia semelhante a cachos de uvas (Lerner et al,, 2012).

Figura 4. Distribuicdo de cistos de neurocisticercose. Lesdes semelhantes a cachos de uvas nas
cisternas basais sdo evidentes em cortes axiais (A) e sagitais (B) em T2. C: corte axial em FLAIR
do mesmo paciente, mostrando lesdes nas fissuras Sylvianas e inter-hemisféricas, bem como
cisternas basais. D: T1, cisto gigante (*) na fissura Sylviana a direita e um cisto parenquimal
(seta). E: corte axial em T1, evidenciando captacdo de contraste nas fissuras Sylvianas (seta),
principalmente a esquerda, que esta associada a intensas reac¢des inflamatoérias decorrentes de
cistos degenerados. F: T2, alargamento do ventriculo (*) em paciente com hidrocefalia associada
a neurocisticercose. Fonte: Bazan R, Hamamoto Filho PT, Luvizutto GJ et al. PLoS Negl Trop Dis,
2016.
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A continua liberacdo de antigenos pelo parasita provoca reacgdes
inflamatérias mediadas por diferentes respostas imunoldgicas. As camadas mais
superficiais do tegumento do cisto tém antigenos diferentes das camadas mais
profundas. Assim, a resposta imunoldgica inicial é diferente da resposta
imunolégica tardia. Esse mecanismo de liberagdo de diferentes antigenos pelo
parasita acaba funcionando como mecanismo de evasdo a resposta imune.
Quando ocorre a destruicdo dos cistos, ha liberacdo de varias fracdes antigénicas,
causando intensas reacdes inflamatorias relacionadas ao surgimento de
diferentes sintomas (Klesidis e Tsiodras, 2012). As reacdes inflamatorias podem
causar meningite (Cardenas et al., 2010), vasculite com consequente acidente
vascular cerebral (Barrinagarrementeria e Cantt, 1998), comprometimento de
nervos cranianos e nervos espinais (Bazan et al., 2016) e aracnoidite reacional,
com consequente desenvolvimento de hidrocefalia (Figueroa et al, 2011).
Hipertensdo intracraniana pode ocorrer devido a propria hidrocefalia ou ao
aumento da celularidade e concentracao proteica no liquor (Bazan et al., 2015;
Marcin-Sierra et al., 2017).

O diagnostico por imagem da neurocisticercose extraparenquimatosa é
mais dificil que o da forma parenquimatosa. Cistos no espago subaracnoideo
podem ser isodensos em relacdo ao liquor em exames de tomografia
computadorizada e as sequéncias basicas de ressonancia magnética podem nao
ter sensibilidade suficiente para detectar os cistos. O uso de novas sequéncias
tridimensionais na ressonancia magnética (CISS - constructive interference in
steady state, FIESTA - fast imaging employing steady-state acquisition) aumentou
a sensibilidade para casos de neurocisticercose extraparenquimatosa (Carrillo-

Mezo et al., 2015), porém nao estdo disponiveis na rotina de exames de imagem
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de muitos servigos.

Com relacdo ao tratamento, a forma extraparenquimatosa é também mais
desafiadora. Na forma parenquimatosa, esta bem estabelecido que as drogas
anti-helminticas sdo efetivas para destruicdo do parasita, e, possivelmente,
permitem o controle de crises epilépticas, melhorando o prognéstico dos
pacientes (Garcia et al, 2004; Singh e Sharma, 2017). Ja& na forma
extraparenquimatosa, o tratamento antiparasitario é controverso (Carpio et al,,
2018). Enquanto alguns estudos mostraram efetividade do albendazol contra
cistos subaracnoideos e intraventriculares (Proafio et al., 2001; Géngora-Rivera
et al,, 2006), outros trabalhos alertam para o risco de exacerbacdo da resposta
inflamatéria e desenvolvimento de hidrocefalia aguda (Garcia et al, 2002;

DeGiorgio et al., 2002).

1.3. Hidrocefalia na neurocisticercose

A hidrocefalia é uma das afec¢des mais comuns da pratica neurocirurgica,
com incidéncias que variam de 79 a 123 por 100.000 nascidos e com 400.000
casos novos por ano (Dewan et al.,, 2018). Trata-se de um desequilibrio entre a
produgdo, circulacao e absorcao do liquor. O conceito classico da fisiologia do
liquor e da fisiopatologia da hidrocefalia tem sido revisto nos ultimos anos,
incorporando conceitos de pulsa¢do cerebral, complacéncia do parénquima e
mecanismos moleculares de transporte de agua (Kahle et al,, 2016). De qualquer
forma, a hidrocefalia pode ser causada por qualquer lesdo estrutural ao sistema
nervoso central, como malformagdes, neoplasias, doencas vasculares, trauma e

infec¢cdes (Muir et al., 2016).
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A hidrocefalia pode ocorrer em de 16 a 51% dos pacientes com
neurocisticercose (Estafiol et al., 1986; Wallin e Kurtzke, 2004). Entre pacientes
com a forma extraparenquimatosa, a frequéncia de hidrocefalia é ainda maior,
acometendo de 64 a 72% dos pacientes (Figueroa et al., 2011; Marcin-Sierra et
al,, 2017).

Classicamente, a hidrocefalia pode ser classificada como obstrutiva ou
comunicante. Na hidrocefalia obstrutiva, hid uma lesao estrutural no sistema
ventricular que impede a circulacdo do liquor pelos ventriculos. Na hidrocefalia
comunicante, ha aumento da resisténcia a circulacdo de liquor nas cisternas
basais ou a sua absorcao pelas granulacdes aracnoideas (Scarff, 1963). Na
neurocisticercose, os dois mecanismos podem estar envolvidos com o
desenvolvimento da hidrocefalia.

Os cistos entram nas cavidades ventriculares pelo plexo coréide (Proafo
et al, 2009) e entdo podem migrar para o espa¢o subaracnoideo. Durante a
migracdo, uma vez que podem crescer e atingir grandes dimensoes, os cistos
podem obstruir os locais mais estreitos do sistema ventricular, especialmente o
forame de Monro, o aqueduto de Sylvius, o quarto ventriculo (figura 5) e os

forames de Luschka e Magendie (McCormick et al., 1982).
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Figura 5. Cisto (*) localizado no quarto ventriculo obstruindo a circulagio de liquor. A: imagem
axial de ressonancia magnética em CISS. B: aspecto microcirurgico intraoperatério. Acervo
pessoal.

Por outro lado, a presenca dos cistos no espaco subaracnoideo e em
contato com a superficie ependimaria dentro dos ventriculos desencadeia uma
resposta inflamatéria cuja evolucdo também causa obstrucao da circulagdo do
liquor (Sinha e Sharma, 2009; Matushita et al., 2011). Além disso, é possivel que
a reacdo inflamatoria nas granulacdes aracnoideas limite a absor¢do do liquor
para o sistema venoso (Carpio et al., 1994; Sotelo, 2011). Outro fator que pode
contribuir com o desenvolvimento da hidrocefalia é o aumento da concentracao
de proteinas do liquor em razdo das reagdes inflamatorias, tornando-o mais
viscoso e diminuindo seu livre fluxo pelo espaco subaracnoideo (Amelot e Faillot,
2014).

Finalmente, é relevante observar que os dois mecanismos (obstrutivo e
inflamatério) podem ocorrer simultaneamente em um mesmo paciente. E

frequente observar pacientes com cistos obstruindo o sistema ventricular e com

concomitante aracnoidite ou ependimite.
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1.4. Tratamento cirurgico da hidrocefalia na neurocisticercose

O tratamento da hidrocefalia é cirurgico e pode ser realizado com
derivagdes ventriculares - shunts - ou com procedimento endoscOpico para
terceiroventriculostomia. Para pacientes com hidrocefalia por neurocisticercose,
o tratamento cirurgico tem dificuldades adicionais.

Em 1994, Colli e colaboradores analisaram a evoluc¢do clinica de 180
pacientes com neurocisticercose submetidos a qualquer tratamento cirdargico e
observaram que as derivagdes ventriculares foram o procedimento cirurgico
mais frequente nessa casuistica: 144 casos (80%) (Colli et al., 1994). Cuetter e
colaboradores, em uma série de 11 pacientes com neurocisticercose
intraventricular, observaram que 4 (36,4%) pacientes necessitaram de shunt em
algum momento do seguimento clinico (Cuetter et al, 1997). Numa série de 46
pacientes com neurocisticercose subaracnoidea, Fleury e colaboradores
observaram taxa de 32,6% de necessidade de shunt (15 casos) (Fleury et al,
2011). Séries de casos mais recentes continuam mostrando alta frequéncia de
shunts para hidrocefalia na neurocisticercose. Considerando casos de
neurocisticercose extraparenquimatosa, Bazan e colaboradores descreveram
necessidade de DVP em 23 de 36 pacientes (63,9%) (Bazan et al., 2016), e Paiva
e colaboradores, em 56,6% de seus pacientes (Paiva et al., 2017).

Se derivagdes ventriculares em geral ja tém elevadas taxas de disfuncao e
infeccdo (Bayston et al, 1994), as derivacbes em pacientes com
neurocisticercose tém taxas ainda mais elevadas (Kelley et al., 2002). E quanto
maior o numero de complicacdes associadas aos shunts, maior o risco de morbi-

mortalidade em pacientes com hidrocefalia por neurocisticercose (DeGiorgio et

al., 2002). Na década de 1980, reportaram-se taxas de mortalidade de 20 a 26%
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em pacientes com hidrocefalia por neurocisticercose (Loyo et al, 1980;
McCormick et al., 1982). Na casuistica de Colli em 1994, a taxa de infec¢do
associada a derivacao ventricular foi de 36,1% e a necessidade de reoperacao
ocorreu em 54,2% dos pacientes (Colli et al, 1994). Cuetter e Andrews
descreveram uma série de 18 pacientes com hidrocefalia associada a
neurocisticercose, dos quais 10 necessitaram de shunt, com seis necessitando de
pelo menos uma revisao dentro de 3 anos (Cuetter e Andrews, 2002). Kelley e
colaboradores observaram taxa de disfuncdo de derivacdo ventricular em 57%
dos pacientes (Kelley et al, 2002). Numa analise atualizada de sua casuistica,
Colli e colaboradores observaram taxa de 25,2% de infec¢do bacteriana dos
shunts de pacientes com hidrocefalia por neurocisticercose, com uma
mortalidade de 18,1% (Colli et al, 2002). Em nosso meio, Agapejev e
colaboradores mostraram que, dos pacientes com deriva¢des ventriculares por
hidrocefalia na neurocisticercose, 53,6% necessitaram de pelo menos uma
revisao, sendo que, em alguns casos, até sete revisdes foram necessarias. Além
disso, observaram forte correlagdo entre o nimero de revisdes necessarias e a
mortalidade (Agapejev et al., 2007). Mais recentemente, Bazan e colaboradores
reportaram taxas de disfuncdo de derivacdes ventriculares de 65,2% e, de
infecgdo, de 26,1% em pacientes com neurocisticercose (Bazan et al., 2016).

O uso de procedimentos endoscédpicos em neurocirurgia foi um grande
avanco para o manejo de hidrocefalia (Di Rocco et al, 2006). Casos de
hidrocefalia obstrutiva podem ter uma alternativa de tratamento realizando-se a
abertura do assoalho do terceiro ventriculo, o que o comunica diretamente com o
espaco subaracnoideo (terceiroventriculostomia endoscépica - TVE). Para casos

de hidrocefalia por neurocisticercose, a endoscopia também permite a excisdo de
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cistos com mais facilidade que através de craniotomia convencionais (Torres-
Corzo et al,, 2006; Rangel-Castilla et al.,, 2009; Zymberg, 2013). Além disso, os
procedimentos neuroendoscopicos reduzem a necessidade de DVPs em muitos
pacientes (Bergsnaider et al., 1999; Husain et al, 2007; Suri et al, 2012),
reduzindo a morbi-mortalidade associada aos shunts. Torres-Corzo e
colaboradores, analisando a associagdo de procedimentos endoscOpicos aos
shunts, encontraram taxa de disfunc¢do de 27,2% em pacientes tratados somente
com shunt e de apenas 6,6% em pacientes tratados com a associacao de shunt e
endoscopia (Torres-Corzo et al.,, 2010). Além da redugdo da disfungdo de shunt, a
endoscopia também se mostrou benéfica numa analise de qualidade de vida de
pacientes com hidrocefalia e neurocisticercose (Proafio et al., 2009).

Embora a endoscopia seja um grande avango para o manejo da
hidrocefalia na neurocisticercose, o procedimento nao resolve todos os casos e
tem limitacdes. Nos casos de hidrocefalia comunicante, a abertura do terceiro
ventriculo para o espago subaracnoideo nao é tao efetiva, como ocorre em outros
casos de hidrocefalia que combinam fatores obstrutivos e inflamatérios (Yadav
et al, 2009). Nos casos de cistos em degeneracio com intensa reacdo
inflamatéria adjacente, a remoc¢do de cistos permanece arriscada também na
endoscopia (Psarros et al, 2003; Goel et al, 2008; Ranjan et al, 2014).
Finalmente, pode haver dificuldade em controlar sangramentos intraoperatorios

nas técnicas endoscopicas.
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1.5. Reproducao laboratorial da doenca - modelos experimentais de
neurocisticercose

Considerando a heterogeneidade da apresentacao clinica da doenga, a
variabilidade da interacdo parasita-hospedeiro, a influéncia do uso de
corticoesteroides como confundidor da evolucao da doenga, a neurocisticercose
é considerada uma doenca enigmatica (Agapejev, 2011). Por isso, é necessario
um melhor entendimento dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos na
sobrevivéncia e evolucdo do parasita, da histéria natural da resposta
inflamatéria, e dos mecanismos de a¢do das drogas anti-helminticas (Nash et al,,
2006). Neste sentido, é importante reproduzir a doenga em contextos
controlados, como sdo os modelos experimentais.

Diversos modelos experimentais foram desenvolvido nos ultimos anos
(Arora et al,, 2017). Na década de 1990, Taenia crassiceps (um cestodo analogo a
T. solium) foi bastante utilizado em inoculagbes intraperitoneais de
camundongos para avaliagdo de mecanismos envolvidos na permissividade do
desenvolvimento da infestagdo. Com esse modelo, foi possivel compreender a
funcao de células T (Sciutto et al,, 1995), de moléculas de histocompatibilidade
(Fragoso et al,, 1998) e de macro6fagos (Rodriguez-Sosa et al., 2003) na protec¢do
ou suscetibilidade ao parasita. Em sintese, demonstrou-se que respostas
moduladas por reagdes imunologicas de padrao Th2 apontam para
suscetibilidade a doenca, enquanto o padrao Thl esta envolvido na protecao,
ainda que transitdria, a doenca (Villa e Kuhn, 1996; Terrazas et al., 1998).

Seguiram-se, entdo, tentativas de inoculacdo intracraniana de cestodo em
ratos e camundongos para replicar a neurocisticercose. Inicialmente, T.

crassiceps nao foi muito utilizado pois este parasita tem baixa capacidade de
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invasdo do parénquima cerebral de roedores, causando apenas deslocamento de
estruturas adjacentes. Por essa razdo, a inoculacdo de Mesocestoides corti foi
mais utilizada (Cardona et al, 1999; Alvarez et al, 2010). Este modelo
experimental reproduz mais apropriadamente a forma parenquimatosa da
neurocisticercose e, com ele, foi possivel observar o papel das células T gama-
delta na promoc¢ao de uma resposta Th1 capaz de destruir o parasita (Cardona e
Teale, 2002); as citocinas envolvidas no transito de leucdcitos durante a
infestacdo (Cardona et al, 2003); a expressao de receptores toll-like na
imunidade inata contra o cisticerco (Mishra et al., 2006); a quebra das barreiras
hemato-encefalica (BHE) e hemato-liquérica como fontes de infiltracdo
leucocitaria (Alvarez e Teale, 2006); a diferenca de sitios vasculares no SNC
durante a quebra de complexos juncionais, bem como as metaloproteinases de
matriz produzidas para a infiltracdo de leucodcitos (Alvarez e Teale, 2007a;
Alvarez e Teale, 2008); a liberacao de diferentes glicoconjugados tegumentares
como estratégia do parasita para evadir da resposta imunoldgica do hospedeiro
(Alvarez et al., 2008); e o papel de macrofagos ativados pelo gene STAT6 na
defesa do hospedeiro contra o parasita (Mishra et al., 2011). Além disso, neste
modelo, quando M. corti atingia o sistema ventricular, pdde-se estudar a funcao
do epéndima como barreira, sitio de infiltracdo leucocitaria e até mesmo como
produtor de mediadores imunoldgicos (Alvarez e Teale, 2007b; Mishra e Teale,
2012).

Mais recentemente, novos modelos voltam a utilizar a inoculacdo de T.
crassiceps para neurocisticercose experimental. Comparando-se camundongos
BALB/c e C57BL/6, foi possivel demonstrar diferengas na habilidade de destruir

o parasita (Matos-Silva et al., 2012). Quando os parasitas atingem o sistema
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ventricular, pode-se observar uma resposta celular inicial caracterizada pela
expressao de citocinas do padrao Th1/Th17 com posterior predominancia de
reacOes de padrao Th2 (Moura et al,, 2016), que também esta presente na analise
de lesdes parenquimatosas (Milhomem et al, 2018). De modo interessante,
observa-se que a auséncia genética de interleucina-4 (envolvida nas reacoes
Th2) reduz a intensidade das reagdes inflamatoérias, posto que diminui também a
efetividade de destrui¢do dos parasitas (Silva etal., 2017).

No entanto, os modelos murinos nao replicam exatamente a doenca, visto
que ha diferencas genéticas entre roedores e seres humanos, os parasitas
analogos utilizados também tém diferencas em relacao ao parasita causador da
neurocisticercose humana e, finalmente, as inocula¢des intracranianas ndo sao
fidedignas ao ciclo bioldgico da T. solium e seu mecanismo de instalacao no SNC
de humanos. Ha descricao de um modelo experimental com primatas que replica
o ciclo biolégico da neurocisticercose humana (Chowdhury et al,, 2014), porém
as dificuldades na manutencdo de macacos limitam o uso deste modelo
experimental de forma ampla.

Assim, trés outros modelos experimentais foram criados. Verastegui e
colaboradores (2015) conseguiram ativar oncosferas a partir de proglotides
gravidicas de pacientes com teniase. A seguir, através de puncao transcraniana,
inocularam oncosferas no espaco subaracnoideo da convexidade cerebral e no
proprio parénquima cerebral de ratos. Seus resultados mostraram que a taxa de
sucesso da inoculacao dependeu do niumero de oncosferas utilizadas e da idade
dos ratos (Verastegui et al., 2015). Este modelo rompeu um paradigma anterior,
de que T. solium nao infectaria ratos. Fleury e colaboradores utilizaram método

semelhante para obtencdo de oncosferas e as introduziram no espago
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subaracnoideo e nos ventriculos cerebrais de suinos utilizando craniotomia. A
taxa de eficiéncia de infeccdo variou de 3,6 a 5,4% (Fleury et al, 2015).
Recentemente, resultados com maior taxa de sucesso de inducao de
neurocisticercose foram obtidos ao se injetar oncosferas ativadas atraveés de
puncao carotidea em suinos (Alroy et al.,, 2018), o que tem o beneficio adicional
de replicar o modo de instalacio de cistos no SNC a partir da circulagdo
sistémica. Por outro lado, esse modelo é de dificil execu¢do, considerando a
sofisticagdo de métodos para ativar oncosferas e a necessidade de dispor de
pacientes com teniase.

Nenhum dos modelos anteriormente elencados, porém, teve como foco de

investigacdo a hidrocefalia.

1.6. Modelos experimentais de hidrocefalia

O desenvolvimento de hidrocefalia por métodos experimentais comegou
no inicio do século XX. As primeiras tentativas foram de Burr e McCarthy, em
1900, que injetaram no ventriculo de felinos diversos irritantes como glicerina
extraida de adrenal, urina e acidos. Nenhum animal sobreviveu mais de dez dias
e também ndo houve dilatacdo ventricular, mas os autores demonstraram
inflamacao do epéndima ventricular (Burr e McCarthy, 1900).

Entre 1907 e 1913, alguns autores obtiveram hidrocefalia como resultado
secundario em modelos experimentais de meningite e papiledema (Flexner,
1907; Cushing e Bordley Jr, 1909). Em 1913 Thomas conseguiu provocar
hidrocefalia em cdes com injecdo ventricular de aleuronato, um composto

granular de albumina que irrita o epéndima. Este autor observou obstrucdo de
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diversos pontos da circulagdo liquorica, como forame de Monro, aqueduto de
Sylvius e na fossa posterior (Thomas, 1914).

Mas foram os trabalhos de Dandy, a partir de 1913, que tiraram o cunho
idiopatico da hidrocefalia para compreendé-la com uma doenca de etiologia e
mecanismos bem definidos. Dandy e Blackfan provocaram hidrocefalia em caes
ao alojar pedacos de algodao no aqueduto de Sylvius e observar, entdo, dilatacdo
ventricular supratentorial (Dandy e Blackfan, 1914). Além disso, ao retirar o
plexo coroide de alguns animais, Dandy observou que estes nao desenvolviam
hidrocefalia, demonstrando, assim, que o liquor seria produzido no plexo coroide
(Dandy, 1911).

Entre as décadas de 1930 e 1940, os trabalhos de Griffith Jr e
colaboradores utilizaram uma suspensao de silicato de aluminio hidratado (mais
conhecido como caulim) para injecao cisternal em ratos e conseguiram produzir
hidrocefalia (Griffith Jr et al.,, 1935). O caulim causa uma resposta inflamatoéria
meningea que obstrui a circulagdo de liquor nas cisternas basais sem causar
lesdo no parénquima (Hochwald, 1985).

Diversos outros modelos de hidrocefalia utilizando agentes virais, déficits
de vitaminas e agentes teratogénicos foram utilizado (Hochwald, 1985;
Ingraham, 1947; Millen, 1956). No entanto, o modelo com caulim tem sido o mais
empregado, pela facilidade de manipulacdo e acesso da substancia e
reprodutibilidade dos achados.

Demonstram-se hoje diversas alteragdes estruturais, funcionais, e
comportamentais no SNC induzidas pela hidrocefalia experimental. Em ratos, a
hidrocefalia determina reducdo da atividade exploratéria, diminui¢cdo na forca de

prensdo das patas anteriores, marcha instavel com alargamento da distancia
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entre as patas posteriores, e diminuicdo de desempenho em testes de memoria e
localizacdo. Em ratos recém-nascidos, observam-se atraso no ganho de peso e
aumento do perimetro cefalico (Del Bigio et al., 2004; Olopade et al.,, 2012).
Estruturalmente, tem-se demonstrado estiramento do epéndima, afilamento do
corpo caloso, aumento do edema extracelular, reducdo na espessura do cortex e
alteracdes da mieliniza¢do (Hochwald, 1985; Del Bigio, 1993; Lopes et al., 2003;

Lopes et al,, 2009).

1.7. Fisiopatologia da hidrocefalia - perspectivas recentes

O conceito classico da fisiologia da circulacao liquorica e da fisiopatologia
da hidrocefalia permaneceu o mesmo durante muitos anos. No entanto, esse
entendimento era insuficiente para explicar as altera¢des vistas na pratica clinica
(Brinker et al., 2014).

Diversos estudos nos ultimos quinze anos tém mostrado a participacao de
outros mecanismos na producao, circulagdo e absorcao do liquor. Sugere-se, por
exemplo, a participa¢do da barreira hemato-encefalica (BHE) como produtora de
fluido intersticial cerebral e que este fluido participe da composicdao do liquor
(Abbott, 2004). Com relagdo a absorcdo do liquor, ha observagdes da
participacao do sistema linfatico cervical que se comunicaria com o espago
subaracnoideo perineural de nervos cranianos e uma via pré-linfatica junto a
arteriolas do cérebro (Weller etal., 2010; Abbott et al.,, 2018).

De modo mais consistente, tem-se estudado o papel do espaco de
Virchow-Robin como sitio de troca de fluidos entre o parénquima cerebral e o

liquor. O espaco de Virchow-Robin é o espaco em que as arteriolas penetram no
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cortex cerebral de modo a aproximar o espago subaracnoideo da superficie pial e
da glia limitante com consequente fenestracdo dos folhetos de pia-mater e
aproximacdo da membrana basal de astrdocitos com o endotélio capilar. Por essas
caracteristicas ultra-estruturais, considera-se haver fluxo bidirecional entre o
espaco extracelular cerebral e o espaco subaracnoideo (Brinker et al., 2014). Este
sitio de troca de agua e metabdlitos constitui o chamado sistema glinfatico, cuja
disfuncdo estaria envolvida também no desenvolvimento de doencas
degenerativas (Jessen et al., 2015; Plog e Nedergaard, 2018).

Outros autores sugerem a participacdo de forcas hidrostaticas e
osmoticas que atuariam em toda a superficie cerebral em contato com espacgos
liqudricos, determinando ndo mais uma circulacdo unidirecional de liquor, mas,
sim um movimento de agua no SNC, cujo desbalanco seria a causa de hidrocefalia
(Oreskovic e Klarica, 2010; Oreskovic e Klarica, 2014; Oreskovic et al,, 2017).
Porém essa hipotese, que questiona os conceitos classicos da fisiologia liquorica,
é bastante contestada (Hladky e Barrand, 2014; Spector et al., 2015).

Estudos recentes tém chamado a atencao para o papel das aquaporinas na
fisiologia do liquor e na fisiopatologia da hidrocefalia. As aquaporinas sao
proteinas de membrana que funcionam como canal de agua nas células. No SNC,
as mais frequente sdo a aquaporinas-1 (AQP-1) e 4 (AQP-4).

A AQP-1 é mais encontrada no plexo coroide, com funcao relacionada a
produgdo de liquor. Animais com deficiéncia de AQP-1 (AQP-1 ko - nocaute) tém
producdo de liquor 20% menor que animais selvagens. Na hidrocefalia, a AQP-1
fica interiorizada na célula, sugerindo mecanismo compensatério para reduzir a
produgdo de liquor (Owler et al, 2010).

A AQP-4 é a que tem recebido maior atencdo nas investigacdes de
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circulagio de liquor. E encontrada nos pés vasculares de astrécitos, na glia
limitante e na membrana basolateral de células ependimarias (Skjolding et al.,
2013). Sua expressdo esta alterada em diversas afeccdes do SNC como tumores,
lesdes traumaticas, isquemias, abscessos e, notadamente, na hidrocefalia. Na
hidrocefalia, a AQP-4 parece ter uma funcdo compensatoria como via alternativa
para absor¢do do liquor na substancia branca periventricular (Owler et al., 2010)
Animais AQP-4 ko tém progressao mais acelerada da hidrocefalia induzida por
caulim (Bloch et al., 2006), além de maior acimulo de agua no intersticio do SNC,
deterioracdo neuroldgica e aumento da pressao intracraniana (Skjolding et al,,
2010)

Em condicdes fisiologicas, a AQP-4 esta localizada nos pés vasculares de
astrécitos. Sob injuria, este padrdo de expressdo de AQP-4 se relaciona a
formacao do edema (visto em imagem de ressonancia magnética - RM, como
aumento do coeficiente de difusdo aparente). Na fase de resolucdo do edema, a
AQP-4 é expressa em toda a membrana do astrdcitos, o que corresponde a uma
tentativa de aumentar o clearance de agua livre no tecido cerebral (Tourdias et

al, 2011).
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2. Justificativa: um modelo experimental que combine neurocisticercose e
hidrocefalia

Considerando as particularidades da hidrocefalia na neurocisticercose e
considerando a importancia de modelos bioldgicos experimentais que
reproduzam a doenc¢a a fim de abrir novas perspectivas de compreensao
fisiopatolégica e possibilidades terapéuticas, desenvolvemos previamente um
modelo experimental de hidrocefalia induzida por neurocisticercose. Neste
modelo, foi observado que a hidrocefalia ocorre de modo progressivo,
diferentemente do classico modelo experimental com caulim (Hamamoto Filho
et al,, 2016). Além disso, esse modelo combina fatores obstrutivos mecanicos e
inflamatérios, assemelhando-se, entdo, aos mecanismos responsaveis pela
hidrocefalia na neurocisticercose humana (Hamamoto Filho et al., 2017).

O desenvolvimento da hidrocefalia induzida por caulim é rapido e
compromete significativamente a condicdo dos animais, dificultando a realiza¢do
de avaliacdes de longo prazo. A taxa de inducdao de hidrocefalia por caulim é
variavel e a mortalidade dos animais pode ser alta dependendo da concentracao
utilizada de caulim (Shaolin et al., 2015). Assim, esse modelo ndo reproduz com
exatiddo a hidrocefalia de padrdo cronico que pode ocorrer em alguns casos de
neurocisticercose em humanos. Em nosso modelo de hidrocefalia induzida por
neurocisticercose, empiricamente, nao haviamos observado adoecimento dos
animais, perda de peso ou comprometimento neurolégico importante. Assim,
levantamos a hipo6tese de que a hidrocefalia induzida por neurocisticercose
experimental é de evolucdo lenta e progressiva, permitindo ao animal a ado¢do

de mecanismos compensatorios que retardam o comprometimento neurolégico.
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3. Objetivo

Caracterizar a hidrocefalia induzida por neurocisticercose experimental
em ratos com relacdo ao comportamento dos animais, ao aspecto radiologico das
lesoes, as alteracoes morfologicas do encéfalo e a imunorreatividade de GFAP e

aquaporina 4.
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4. Materiais e Métodos

Os animais foram manuseados de acordo com protocolos éticos e com a
legislacdo vigente apés analise e aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA 1148/2015). Eventuais perdas de animais que prejudicassem o
tamanho amostral seriam repostas com novos animais.

Foram utilizados 52 ratos Wistar (Rattus novergicus) machos de 5 a 7
semanas de idade, pesando entre 100-200g, provenientes do Biotério da
Faculdade de Medicina de Botucatu. Os animais foram mantidos em caixas (trés
animais por caixa, com 258cm? por animal), alimentados com ragdo comercial
padrdo e livre acesso a agua, com controle de luz (ciclos de 12 horas), de

temperatura (aproximadamente 21° C) e de umidade.

4.1. Calculo do tamanho amostral

De acordo com estudo piloto, com 5 animais em cada grupo é possivel
determinar diferencas estatisticas entre os grupos do ponto de vista de volume
ventricular (Hamamoto Filho et al,, 2016). Assim, assumindo uma mortalidade
de 30% apos os procedimentos de inoculagdo, alocaram-se 8 animais em cada
subgrupo de analise. O tamanho amostral foi estimado pressupondo amostragem
aleatoria simples, erros tipo I e II iguais a 0,05 e 0,20, respectivamente, volume
ventricular normalmente distribuido com média em torno de 60 mm3 * 20 e
auséncia de potenciais fatores confundidores, igualmente distribuidos pela
randomizacdo. Eventuais perdas de animais apds os procedimentos
experimentais de inocula¢do foram reparadas com a inclusdao de novos animais
se houvesse reducdo importante do nimero de animais necessarios em cada

grupo experimental.
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4.2. Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos. No primeiro grupo, 16 animais
foram submetidos a inoculagdo cisternal de 50 cistos de T. crassiceps (grupo
cistos), num volume total de 0,02ml. No segundo, 15 animais foram submetidos a
inoculacao cisternal de 0,02ml de suspensao antigénica obtida a partir do
processamento de cistos de T. crassiceps (grupo antigenos) No terceiro grupo, 8
animais foram submetidos a inoculacao cisternal de 0,02ml de suspensdo de
caulim a 25% (grupo caulim). Neste grupo, houve morte de 6 animais apds a
inoculacao, acrescentando-se 5 novos animais para reposicdo, No quarto grupo, 8
animais foram submetidos a inje¢cdo de 0,02ml de salina 0,9%. (grupo controle).

Ao final de 1 més de observacdo, todos os animais foram submetidos a
teste comportamental e a ressonancia magnética de encéfalo. A partir de
amostragem sistematica (animais intercalados), metade dos animais dos grupos
cistos, antigenos e controle e todos os animais do grupo caulim foram
eutanasiados para retirada do encéfalo para estudos histolégico e imuno-
histoquimico. Por questdes éticas, animais do grupo caulim ndo foram mantidos
vivos por mais de um meés, pois a hidrocefalia induzida por caulim lhes
determinaria importante adoecimento e sofrimento apos esse periodo.

Os animais restantes foram mantidos em observagdo por mais 5 meses,
completando 6 meses de observacao. Ao final desse periodo, foram submetidos a
novo teste comportamental e a ressondncia magnética, apds a qual foram
eutanasiados para retirada do encéfalo. Para eutanasia dos animais, foi utilizada
overdose de tiopental (100mg/kg) via intraperitoneal. Os animais foram pesados

antes da inoculag¢do e antes de cada exame de ressonancia magnética. A figura 6

apresenta um esquema do delineamento experimental.
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Figura 6. Fluxograma do delineamento experimental.

4.3. Parasitas e inoculagées

Cistos de T. crassiceps mantidos na cavidade peritoneal de camundongos
(Mus musculus) (Willms e Zurabian, 2010), foram retirados de forma asséptica e
separados em placa de Petri. Cistos viaveis foram separados para inoculacdo
direta nos animais do grupo cistos (50 cistos por rato, volume total = 0,02ml),
considerando o tamanho, a integridade e a motilidade (figura 7).

Para preparo de solucao antigénica, os cistos restantes foram mantidos
em solugdo fisioldgica com inibidor de protease (SigmaFAST™ Protease Inhibitor
Cocktail Tablet EDTA Free - Sigma-Aldrich®) a -2° C. Posteriormente, foram

submetidos a sonicagdo (Sonics & Materials) com 2 ciclos de 1 minuto a 10° C e
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amplitude de 60%. O material resultante foi centrifugado a 0° C e 180rpm por 1
minuto. Foi utilizado o sobrenadante, cuja concentracao proteica foi determinada
pelo método de Bradford, atingindo 2,86 mg/ml. Em cada animal do grupo 2, foi
injetado 0,02ml do sobrenadante.

O grupo caulim recebeu 0,02ml de silicato de aluminio (caulim) a 25%
por inoculacao cisternal. O grupo controle recebeu 0,02ml de salina 0,9% por
inoculacao cisternal.

Para os procedimentos experimentais, os animais foram anestesiados
com injecdao intraperitoneal de mistura de cetamina (100mg/ml) e xilazina
(20mg/ml) numa dose de 0,1ml/kg.

A inoculacao foi feita apos incisdo de 1cm na pele na transicdo occipito-

cervical, com punc¢ao suboccipital da cisterna magna com agulha de 25G. A sutura

da pele foi feita em seguida com fio mononylon 4.0.

Figura 7. Retirada de cistos de T. crassiceps retirados da cavidade peritoneal de camundongo (A)
e selecdo em placa de Petri de cistos viaveis (B).
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4.4. Estudo comportamental

O estudo do comportamento dos animais for feito com teste de campo
aberto, como realizado por Olopade et al, 2012.- Para tal, foi utilizada uma caixa
de 72x72cm com linhas no assoalho dividindo-a em quadrados de 18x18cm.
Cada rato foi colocado na caixa por um periodo de 5 minutos durante os quais foi
filmado utilizando camera digital GoPro Hero 3+ (GoPro Inc, EUA) (figura 8). As
gravacdes foram analisadas por observador independente que avaliou os
seguintes parametros: movimentos horizontais (medidos pelo nimero de linhas
atravessadas), movimentos verticais (medidos pelo nimero de vezes com que o
rato se apoia apenas nas patas traseiras), tempo de centro (tempo que o animal

passa no quadrado central) e nimero de evacuacdes.

Figura 8. Teste de campo aberto. Cada animal foi observado durante 5 minutos, considerando as
linhas cruzadas, apoio na pata traseira, tempo de centro e nimero de evacuagdes
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4.5. Avaliagdo radiolégica

Os exames de ressonancia magnética (RM) foram realizados nas
dependéncias do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP, campus de Botucatu. Os exames foram realizados em
aparelho Esaote - modelo vet MR grande, de 0,25 T. Foram adquiridas imagens
de 0,6mm de espessura de corte na sequéncia eco gradiente 3D Hyce (tempo eco
5ms e tempo repeticdo 10ms).

Para a realizacdo dos exames de RM, os animais foram anestesiados com
mistura de cetamina a 100mg/ml e xilazina a 20mg/ml na dose de 0,5ml/kg de
peso por via intraperitoneal.

Os exames de RM foram analisados identificando a distribuicdo de cistos
nos ventriculos e no espago subaracnoideo. A quantificacdo do grau de
hidrocefalia foi realizada através de estudo volumétrico utilizando o software
livre ITK-SNAP (versdo 3.0.0) (Yushkevich et al, 2006) (figura 9). Foram
considerados hidrocefalicos os animais cujo volume ventricular fosse superior a

5mm3 (Harris et al,, 1992).

Figura 9. Representacio tridimensional do volume ventricular gerada pelo software ITK-SNAP.
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4.6. Anadlise morfolégica

Apés eutanasia dos animais foi realizada perfusdo cardiaca com soro
fisiolégico seguido de formaldeido a 10% para fixacdo do encéfalo. Em seguida, o
encéfalo foi retirado e seccionado transversalmente na topografia do quiasma
Optico utilizando-se matriz de encéfalo (Insight, Brasil) para cortes comparaveis.
Os fragmentos foram, entao, colocados em cassetes e mantidos em formaldeido
por 12 horas em temperatura ambiente. Sequencialmente, as amostras foram
desidratas em banhos de alcool, clarificadas em xilol e entao parafinizadas.

Para analise da morfologia geral do encéfalo, os blocos foram seccionados
em micrétomo com espessura de 5um e os cortes, corados com hematoxilina e
eosina.

Para estudo imunoistoquimico (IHQ), foram utilizados marcadores de
GFAP (um marcador de astrogliose reativa a injurias no SNC) e de aquaporina-4.
Para IHQ, os blocos de parafina foram seccionados em micr6tomo com espessura
de 3um. Os cortes foram, entdo, desparafinizados em banhos de xileno (5
minutos cada) e gradativamente reidratados em banhos de alcool de
concentragdes decrescentes (3 minutos cada) até a agua. Para recuperacdo
antigénica, as laminas foram aquecidas em panela de pressdo elétrica, a 98 -
99¢C, com solugao tampao de Citrato pH 6,0, por 30 minutos. Em seguida, foram
realizadas as coloragdes imunoistoquimicas. As laminas foram incubadas em
peroxido de hidrogénio a 0,3%, por 15 minutos, em temperatura ambiente, para
bloqueio da peroxidase endogena dos tecidos. A seguir, foram lavadas em
solucao tampao Tris com Tween 20, pH 7,4 - 7,6 (TBST). Os anticorpos primarios
anti-aquaporina 4 (1:50) e anti-GFAP (1:600) (Biorbyt, Inglaterra) foram entdo

incubados nas laminas por 1 hora, em temperatura ambiente, dentro de camara
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umida. Apds lavagem em solucdo tampdo TBST, foi aplicado o anticorpo
secundario polimero conjugado com a enzima peroxidade horseradish (HRP)
sobre as laminas e estas foram incubadas por 30 minutos, em temperatura
ambiente, dentro de camara uUmida. Depois de nova lavagem em TBST, a
revelacdo da reacao foi feita através da aplicacao do substrato cromégeno 3,3’
diaminobenzidina (DAB), com incubacdao durante 5 minutos em temperatura
ambiente, gerando precipitado de cor marrom no sitio de expressdo das
proteinas-alvo. Ap6s incubacao com DAB, as laminas foram contra-coradas com
hematoxilina, desidratadas com passagem em bateria de alcool e xileno e
montadas com laminulas de vidro mais meio de montagem permanente.

A avaliagdo morfoldgica foi realizada por patologista experiente
considerando os seguintes parametros: gliose e inflamag¢do periventricular,
edema e inflamacao do plexo cordide, inflamagdo periventricular, identificagcdo
de parasitas nas cavidades ventriculares e espaco subaracnoideo, e positividade
de reatividade das proteinas GFAP e AQP-4. Para analise imuno-histoquimica, a
analise dos grupos subdividiu os animais dos grupos cistos e antigenos em
subgrupos 1 més e 6 meses, de acordo com a realizacao da eutanasia.

Para analise morfométrica, foi utilizado o software Image Pro Plus 8. Esta
analise é baseada na contagem por reticulo de Weibel (Weibel et al., 1966), um
modelo matematico que transforma aquisicao bidimensional em tridimensional
de modo quantitativo. Sdo contadas as estruturas estudadas que cruzam com as
retas do reticulo, dividindo-se pelo total de retas. Durante o processo de captura
das imagens, foi realizada apenas a identificacdo dos grupos para completo

cegamento dos casos individuais.
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4.7. Andlise estatistica

Para comparacdo entre multiplos grupos foi realizado o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para comparacdes
multiplas. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparacdo de dois grupos
independentes e o teste de Wilcoxon para comparagdes pareadas. Para variaveis
com distribuicdo normal, foram realizados os testes t de student e ANOVA para
andlise de varidncia. Para estudar correlacao de variaveis foi utilizado o teste de
Spearman. Diferencas foram consideradas significantes com p < 0,05. Para as
analises, foram utilizados os softwares SPSS (v. 21.0), R (v. 2.11.0) e GraphPad (v.

5.0).
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5. Resultados

Dos 52 animais utilizados, houve 6bito precoce apds as inoculacées em
um animal do grupo cistos, em 3 do grupo antigenos, em 6 do grupo caulim e em
2 do grupo controle. Assim, a mortalidade po6s-inoculagdo foi de 23%. Com isso,
40 animais foram observados ao longo do estudo. Destes 40 animais, houve
perda de outros 2 animais: um do grupo controle antes da realizacdo da
ressonancia magnética e um do grupo antigenos logo apds a ressonancia
magnética. Assim, 38 animais mantiveram o tempo de observacado planejado: 15
do grupo cistos, 11 do grupo antigenos, 7 do grupo caulim e 5 do grupo controle.

Apds um més de observacgdo, foi realizada eutanasia de todos os animais
do grupo caulim, de 7 animais do grupo cistos, 6 do grupo antigenos, e 3 do
grupo controle. Assim, permaneceram em observacdo até os seis meses 8
animais do grupo cistos, 5 do grupo antigenos e 2 do grupo controle. Neste
periodo, um animal do grupo cistos foi a Obito, restando 37 animais que
completaram o tempo de observacdo planejado. Finalmente, um animal do grupo
cistos e um do grupo antigenos foram a Obito apds a segunda ressonancia

magnética e nao realizaram teste comportamental.

5.1. Variacgao do peso

Entre os 37 animais que completaram o tempo de observacao planejado,
ndao observamos diferenca no peso inicial dos animais. Ap6s um més de
observacao, o peso médio dos animais, segundo os grupos, era de 305,6g no
grupo cistos, 308,2g no grupo antigenos, 239,9 no grupo caulim, e 307,7 no
grupo controle, com o grupo caulim apresentando peso significativamente

menor que os outros grupos (p = 0,039).
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Ao final do sexto més de observacdo, o grupo cistos apresentava peso
meédio de 434,7g, o grupo antigenos, de 567,0g, e o grupo controle, de 530,0g.
Nesta medida, o peso médio do grupo cistos foi significativamente menor em
comparagdao com os outros grupos (p = 0,029). O grafico 1 apresenta a evolugdo

do peso dos animais de acordo com os grupos.
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Grafico 1: varia¢do do peso dos animais ao longo do periodo de observacio, de acordo com os
grupos. No momento inicial, o peso dos animais era semelhante entre os grupos. Ao final do
primeiro més, o grupo caulim apresentava peso médio significativamente menor que os demais
grupos (p = 0,039). E ao final do sexto més, o grupo cistos apresentava peso médio
significativamente menor que o grupo controle e antigenos (p = 0,029).
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5.2. Alteragées comportamentais

Ao final do primeiro més de observagdo, a comparagdo dos parametros de
movimentos verticais, tempo de centro e nimero de evacua¢gdes ndao mostrou
diferencas entre os grupos. Apenas no parametro de movimentos horizontais
(nimero de linhas cruzadas), o grupo caulim apresentou desempenho inferior
(16,14 linhas cruzadas por animal, em média) em relacdo aos outros grupos
cistos (38,93) e antigenos (49,00), p = 0,023. A tabela 1 resume os dados do teste
comportamental ao final do primeiro més.

Ao final dos seis meses de observa¢do, os animais do grupo cistos
permaneceram por mais tempo, em média, no centro da caixa (127,4s) do que os
animais dos grupos antigenos (12,25s) e que os animais do grupo controle (8,5s)

(tabela 2). No entanto, esta diferenca ndo teve significancia estatistica (p > 0,05).

Tabela 1: Média dos parametros do teste comportamental ao final do primeiro més de
observacdo, por grupos.

Cistos (n = 15) 11,93 38,93* 4,64 2,86
Antigenos (n = 11) 19,09 49,00* 6,55 1,91
Caulim (n = 7) 8,86 16,14* 6,57 1,14
Controle (n = 5) 9,00 24,40 2,20 1,80

*p = 0,023, teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, comparando-se cistos vs caulim e
antigenos vs caulim

Tabela 2: Média dos parametros do teste comportamental ao final de seis meses de observacao,
por grupos.

Cistos (n = 5) 14,80 34,20 127,40* 3,20
Antigenos (n = 4) 15,25 34,25 17,25%* 4,50
Controle (n = 2) 19,50 39,50 8,50 4,50

*p > 0,05, teste de Mann-Whitney, comparando-se cistos vs controle e antigenos vs controle.



Observando-se as tabelas 1 e 2 é possivel verificar que o tempo de centro
aumentou consideravelmente para os animais dos grupos cistos e antigenos, de
4,64 para 127,40 segundos e de 6,55 para 17,25, respectivamente. O teste de
Wilcoxon comparando estes dados mostrou valor W de 1, sendo que o valor
critico seria de 5, portanto, houve diferenca estatistica (p < 0,05) e, com seis
meses de observacdo, os animais com inoculagao de cistos e antigenos, de modo
agrupado, passaram mais tempo no centro da caixa do que na avaliacdo de um
meés poés-inoculacao. Porém o pequeno tamanho da amostra destes grupos aos

seis meses ndo permite inferéncia estatistica para cada grupo isoladamente.

5.3. Alteragées radioldgicas

Apés o primeiro més de observacdo, os volumes ventriculares médios
foram de 1,12mm3 no grupo controle; 59,01mm3 no grupo cistos; 2,18mms3 no
grupo antigenos; e 112,83mm3 no grupo caulim (figura 10). Utilizando teste de
compara¢Oes multiplas, pode-se afirmar que os grupos cistos e caulim ndo
tiveram diferencas significativas entre si, como também nao os grupos antigenos
e controle. Todas as demais comparag¢des mostraram diferencas estatisticamente
significativas. Portanto, os grupos cistos e caulim tiveram volume ventricular
médio maior que os grupos antigenos e controle (p = 0.0003). Com relacdo ao
desenvolvimento de hidrocefalia, considerando o valor de corte de 5mm3, no
primeiro més pds inoculacdo, 9 animais desenvolveram hidrocefalia no grupo
cistos (9/15), 4 no grupo caulim (4/7), e um no grupo antigenos (1/11). No
grupo controle, nenhum animal teve hidrocefalia (tabela 3). Apds o sexto més de

observacao, 4 animais do grupo cistos tiveram hidrocefalia (4/6), um no grupo

22



antigenos (1/5) e nenhum do grupo controle. A tabela 3 mostra os dados de
volumetria ventricular. Os volumes ventriculares médios foram de 568,85mm?3
no grupo cistos; 3,57mm?3 no grupo antigenos; e 1,15mm3 no grupo controle
(figura 11). As outras comparagdes entre os grupos nao mostraram diferencas
em razdo da grande variabilidade de volumes ventriculares do grupo cistos. O
volume ventricular do grupo cistos foi significativamente maior aos 6 meses do

que no primeiro més pds-inoculacdo (tabela 3).

\‘2/

Controle Cistos

Antigenos Caulim

Figura 10. Ressonancia magnética ilustrativa do padrdo de dilatacdo ventricular dos grupos
experimentais no primeiro més apds as inoculagdes. Os grupos controle e antigenos nio
apresentaram ventriculos dilatados, diferentemente dos grupos cistos e caulim.

Controle Cistos Antigenos

Figura 11. Ressonancia magnética ilustrativa do padrao de dilatagdo ventricular dos animais dos
grupos experimentais mantidos vivos até o sexto més apds as inoculagdes. Os grupos controle e
antigenos ndo apresentaram ventriculos dilatados, diferentemente dos grupos cistos.
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Tabela 3: Volume ventricular médio dos grupos experimentais no primeiro e no sexto més pos-
inoculagdo.

Cistos 59,01 + 89,52% 568,85 + 515,93%
Antigenos 2,18 £ 1,24 3,57+1,9
Caulim 112,83 + 158,14 -
Controle 1,12+ 1,13 1,15+ 0,26

* No primeiro més, o volume do grupo cistos foi superior ao do grupo antigenos e controle, como
também o foi o grupo caulim. Nao houve diferencas estatisticas entre os volumes dos grupos
cistos vs caulim, nem entre os volumes dos grupos antigenos vs controle.

** No sexto més, apesar da grande diferen¢a de volume ventricular médio, o calculo estatistico
ndo mostrou significancia em razdo da grande variabilidade dos volumes do grupo cistos.

&p = 0,028

No grupo inoculado com cistos (n = 15), em 10 animais foi possivel
detectar cistos nas cisternas da base do cranio, na cisterna magna, nos
ventriculos ou no espago subaracnoideo da coluna cervical proximal ou da
convexidade cerebral (figura 12). Dos seis animais que nao desenvolveram
hidrocefalia no grupo cistos, apenas um apresentava cistos na imagem de
ressonancia magnética - todos os outros cinco ndo apresentaram cistos
detectaveis na imagem, seja no primeiro mes, seja no sexto més. Ou seja, dos 10

animais com cistos detectaveis, 9 tinham hidrocefalia; e dos 6 animais que nao

tinham hidrocefalia, apenas um tinha cistos detectaveis.

Figura 12. Ressondncia magnética de animais do grupo cistos mostrando o padrio de
distribuicao de cistos nos espagos liquéricos. A: RM 1 més apds a inoculacdo, B: RM 6 meses apos
a inoculagdo. Seta: cistos nas cisternas da base. Ponta da seta: cistos no espaco subaracnoideo da
coluna cervical. * cistos na cisterna magna.
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Considerando a ressonancia magnética do primeiro més, cistos nas
cisternas da base foram encontrados em 6 animais; cistos na cisterna magna, em
9 animais; e cistos no espaco subaracnoideo da coluna cervical, em 3 animais. No
primeiro més nao houve deteccido de cistos ventriculares em nenhum animal,
como também nao no espacgo subaracnoideo da convexidade. Ja no sexto més,
considerando 6 animais remanescentes, dois deles nio tinham hidrocefalia.
Todos os outros 4 animais (hidrocefalicos) apresentavam cistos nas cisternas da
base, na cisterna magna e no espaco subaracnoideo da convexidade. Trés
apresentavam cistos ventriculares e um, no espaco subaracnoideo da coluna
cervical. As tabelas 4 e 5 apresentam os dados detalhados da distribuicdo de

cistos e volume ventricular de cada um dos animais do grupo cistos.

Tabela 4: Distribuicdo de cistos intracranianos entre os animais inoculados com cistos de Taenia
crassiceps, apés um més de inoculacdo, apresentados em ordem crescente de acordo com o
volume ventricular.

15 1,04 Nao - - - - -
12 1,19 Nao - - - - -
04 1,34 Nao - - - - -
01 2,45 Nao - - - - -
07 2,97 Nao - - - - -
13 4,60 Nao Sim - - - -
14 10,16 Sim - Sim - - -
09 14,02 Sim - Sim Sim - -
10 21,28 Sim Sim - - - -
03 43,46 Sim Sim Sim - - -
08 72,60 Sim - Sim - - -
11 74,97 Sim Sim Sim - - -
05 103,30 Sim Sim Sim Sim - -
02 207,60 Sim Sim Sim - - -
06 324,20 Sim - Sim Sim - -
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Tabela 5: Distribuicdo de cistos intracranianos entre os animais inoculados com cistos de Taenia
crassiceps, apos seis meses de inocula¢do, apresentados em ordem crescente de acordo com o
volume ventricular.

12 1,56 Ndo - - - - -
04 2,67 N3o - - - - -
14 491,20 Sim Sim Sim - Sim Sim
02 513,40 Sim Sim Sim Sim Sim Sim
08 934,30 Sim Sim Sim - - Sim
10 1470,00 Sim Sim Sim - Sim Sim

observar cistos nas cisternas basais (setas) e, em (B), apds corte transversal, é possivel observar
assimetria ventricular (setas duplas) bem como cisto intraventricular (seta)
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5.4. Alteragées morfoldgicas

Apés a retirada dos encéfalos, foram observados macroscopicamente
cistos na cisterna magna e justapostos ao tronco encefalico dos animais do grupo
cistos. Apo6s os cortes na altura do quiasma 6ptico, foi possivel também encontrar
cistos intraventriculares, com dilatagdes simétricas e assimétricas dos
ventriculos laterais (figural3).

Os grupos experimentais cistos, antigenos e caulim mostraram alteragoes
morfologicas na regido periventricular, periependimaria e no plexo coroide. Na
regido periventricular, foram observadas astrogliose reativa e células
inflamatérias linfociticas. Na regidao periependimaria, observamos também
infiltrado inflamatdério com predominio de linfécitos. E no plexo coroide,
observamos aumento de sua area as custas de edema, como também de
infiltracao de linfocitos. A figura 14 mostra o padrao de alteragdes histologicas.

Comparando-se as alteracdes histolégicas por grupos, a astrogliose
reativa ocorreu de modo semelhante nos grupos cistos, antigenos e caulim em
comparagdo com o grupo controle (grafico 2). No entanto, o infiltrado
inflamatério periventricular foi ainda mais intenso no grupo cistos do que nos

demais grupos, como mostra o grafico 3.
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Gliose Edema Inflamacao
periventricular plexo coroide periependimaria

<

Antigenos Cistos Controle

Caulim

X a2 > R S ATC . € i A
Figura 14. Painel de alteragdes histologicas nos grupos experimentais mostra astrogliose reativa
nos grupos cistos, antigenos e caulim. Edema de plexo coroide e infiltrado inflamatério linfocitico
sdo observados principalmente nos grupos cistos e caulim. J& infiltrado inflamatério
periependimario ocorre de forma mais nitida nos grupos cistos e antigenos.
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Grafico 2. Porcentagem de area periventricular com gliose, de acordo com grupos. Todos os
grupos experimentais tiveram maior porcentagem de gliose periventricular quando comparados
ao grupo controle. * p < 0,05 para controle vs demais grupos (Ctrl: controle; Ag: antigenos).
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Gréafico 3. Quantificacdo de infiltrado inflamatério linfocitico periventricular, segundo a contagem
de reticulos de Weibel. Os animais dos grupos cistos e antigenos apresentaram maior infiltrado
inflamatério que os grupos controle e caulim, com diferenca estatistica para as altera¢des do
grupo cistos em comparagdo aos grupos controle e caulim. * p < 0,05 para cistos vs controle; & p <
0,05 para cistos vs caulim.

Com relagdo as alteracbes no plexo coroide, observamos maior
intensidade de edema e de infiltrado inflamatoério linfocitico nos grupos cistos e
caulim em comparagdo com os grupos controle e antigenos, como mostram os

graficos 4 e 5.
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Grafico 4. Area de edema do plexo coroide mensurada pela 4rea do plexo coroide. Os grupos
cistos e caulim apresentaram mais edema do plexo coroide. * p < 0,05 para antigenos vs caulim.
&p < 0,05 para controle vs caulim e controle vs cistos.
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Grafico 5. Quantificacdo de infiltrado inflamatério linfocitico no plexo coroide, segundo a
contagem de reticulos de Weibel. Os animais dos grupos cistos e caulim apresentaram maior
infiltrado inflamatério que os grupos controle e antigenos, com diferenca estatistica em relacdo
ao grupo controle. * p < 0,05 para cistos vs controle; & p < 0,05 para caulim vs controle.

E comparando-se a intensidade do infiltrado inflamatério linfocitico na
regiao subependimaria, observamos sua ocorréncia de modo semelhante apenas

nos grupos cistos e antigenos, como mostra o grafico 6.
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Grafico 6. Quantificacdo de infiltrado inflamatério linfocitico na regido subependimaria, segundo
a contagem de reticulos de Weibel. Observamos sua ocorréncia de modo semelhante nos grupos
cistos e antigenos - o que ndo ocorreu nos grupos controle e caulim.

A imunorreatividade de GFAP, um marcador de reacdo de astrogliose
acompanhou o padrao de gliose periventricular observado na coloragdo por HE,
ocorrendo mais nos grupos cistos, antigenos e caulim do que no grupo controle.
A expressdo de AQP-4 (aquaporina-4) seguiu o0 mesmo padrdo, como mostra a
figura 15.

Comparando-se a imunorreatividade desses marcadores entre os grupos,
o grupo controle, apresentou menor expressao de GFAP e AQP-4. Além disso, a
imunorreatividade de GFAP foi significativamente superior no grupo antigenos
em relacdo ao grupo cistos (grafico 7), e a imunorreatividade de AQP-4 foi

superior no grupo caulim em comparac¢ao ao grupo cistos (grafico 8).
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Figura 15. Painel de reatividade imunoistoquimica de GFAP e AQP-4. A expressdo dos
marcadores é mais intensa nos grupos cistos, antigenos e caulim do que no grupo controle.
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Grafico 7. Quantificacdo de células GFAP+ na regido periventricular, segundo a contagem de
reticulos de Weibel. O grupo controle teve menor expressdo do marcador que os demais grupos e
grupo antigenos apresentou expressdo superior a do grupo cistos. *p < 0,01 para controle vs
cistos, antigenos e caulim. &p = 0,01 para antigenos vs cistos
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Grafico 8. Quantificacdo de células AQP-4+ na regido periventricular, segundo a contagem de
reticulos de Weibel. O grupo controle teve menor expressdo do marcador que os demais grupos e
grupo antigenos apresentou imunorreatividade superior a do grupo cistos. *p < 0,05 para
controle vs cistos, antigenos e caulim. &p < 0,05 para caulim vs cistos.

Como, porém, os grupos cistos e antigenos tiveram dois subgrupos -
alguns animais foram eutanasiados um més apds as inoculagdes e os demais, seis
meses ap0s as inoculagdes, comparamos a imunorreatividade por subgrupos,
tendo como padrao de imunorreatividade positiva o grupo caulim. Desta forma,
observamos uma menor imunorreatividade de GFAP nos animais mantidos vivos
até os seis meses em comparacdo com aqueles mantidos vivos apenas até um
meés (grafico 9). O inverso se deu com a imunorreatividade de AQP-4: os animais
mantidos vivos até os seis meses apresentaram maior expressdo de AQP-4 que

os animais eutanasiados com um més de inoculacao (grafico 10).
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Grafico 9. Quantificacdo de células GFAP+ na regido periventricular, segundo a contagem de
reticulos de Weibel. Os subgrupos de 6 meses de observacdo apresentaram menor
imunorreatividade de GFAP do que seus subgrupos de 1 més de observacdo. *p = 0,042 para
cistos 6 meses vs 1 més. &p = 0,008 para antigenos 6 meses vs 1 més.
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Grafico 10. Quantificagcdo de células AQP-4+ na regido periventricular, segundo a contagem de
reticulos de Weibel. Os subgrupos de 6 meses de observacdo apresentaram maior
imunorreatividade de AQP-4 do que seus subgrupos de 1 més de observagdo. *p = 0,016 para
cistos 6 meses vs 1 més. &p = 0,047 para antigenos 6 meses vs 1 més.
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5.5. Correlagdo entre os parametros

Os parametros de peso, alteracbes comportamentais (movimentos
horizontais e tempo de centro) e volume ventricular foram cruzados entre si
considerando cada unidade experimental individualmente. As correlacdes de
alteracdes da analise morfométrica com os demais parametros foram realizados
considerando os grupos e subgrupos experimentais em razdao do cegamento da
morfometria para as unidades experimentais.

Encontramos correlacao negativa entre o volume ventricular e o peso dos
animais no sexto més de observacdo: quanto maior o volume ventricular, menor
0 peso dos animais (R = -0,642, p = 0,018). As demais correlacdes de unidades
experimentais individuais ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa. Ja na comparag¢do de subgrupos, encontramos correlacdo negativa
entre a imunorreatividade de aquaporina-4 e movimentos horizontais no teste
comportamental (R = -1). As demais correlacdes ndo apresentaram diferenca

estatistica. A tabela 6 apresenta os valores de R para as correlacdes testadas.

Tabela 6. Valor de R para correlacdes testadas entre parametros de peso, comportamento,
volume ventricular e imunorreatividade de GFAP e AQP-4

Peso vs comportamento (1 més) 0,074 0,657
Peso vs volume ventricular (1 més) -0,307 0,061
Comportamento vs volume ventricular (1 més) -0,259 0,117
Peso vs comportamento (6 meses) 0,542 0,085
Peso vs volume ventricular (6 meses) -0,642 0,018
Comportamento vs volume ventricular (6 meses) -0,291 0,385
GFAP vs peso -0,600 0,285
GFAP vs comportamento 0,300 0,624
GFAP vs volume ventricular -0,300 0,624
AQP-4 vs peso 0,100 0,873
AQP-4 vs comportamento -1,000 <0,01
AQP-4 vs volume ventricular 0,800 0,104

* As variaveis de comportamento se referem a movimentagio horizontal, medida pelo numero de
linhas cruzadas na caixa.

** As comparacdoes de marcadores imunoistoquimicos consideraram os valores médios dos
subgrupos cistos 1 més, cistos 6 meses, antigenos 1 més, antigenos 6 meses, e caulim.
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6. Discussao

A reproducao de doencas em modelos experimentais é bastante util para
a compreensdao dos mecanismos das doengas e para experimentacao de novas
abordagens terapéuticas. No caso da neurocisticercose, ha grande variabilidade
da apresentacao clinica e da resposta individual ao tratamento - provavelmente
relacionadas a fatores imunolégicos dos pacientes (Cardenas et al., 2014). Assim,
investigacoes clinicas sistematizadas se tornam dificeis pela heterogeneidade da
doenca, e, portanto, diferentes modelos experimentais tém sido criados nos
ultimos anos e fornecido informag¢des uteis sobre a imunopatogénese da
neurocisticercose (Arora etal., 2017).

Ja a reproducdo experimental da hidrocefalia tem um histérico maior,
com mais robustez e consisténcia de informagdes, principalmente com o uso do
caulim (Del Bigio, 1993) - silicato de aluminio. O caulim é uma argila branca
utilizada na industria de papel e ceramica e empregada também como excipiente
de formula¢des farmacéuticas. Sua inje¢do na cisterna magna induz uma reagdo
inflamatdéria nas cisternas basais, causando obstrug¢do a circulacao do liquor e,
consequentemente, hidrocefalia. A hidrocefalia induzida pelo caulim, porém, é
muito rapida e leva a alteragdes cognitivas e de marcha dentro de até 4 semanas
apos a injecao (Khan et al,, 2006; Jusué-Torres et al.,, 2016), com altas taxas de
mortalidade dependendo da dose e concentracao da suspensao (Del Bigio et al,,
1997; Lopes et al,, 2009). Assim, é diferente do padrdo de hidrocefalia cronica
frequentemente observado na pratica clinica, como é o caso da hidrocefalia de
pressdo normal e em alguns casos de hidrocefalia na neurocisticercose. Neste
sentido, outros modelos de hidrocefalia cronica, também chamada de arrastada

ou compensada, tém sido desenvolvidos, como, por exemplo, através da injecdo
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de caulim diretamente no ventriculo lateral (Shaolin et al., 2015) ou no espac¢o
subaracnoideo da convexidade cerebral (Li et al., 2008; Jusué-Torres et al,
2016).

Nestes modelos, porém, as reacoes inflamatoérias sao difusas pelo espago
subaracnoideo e ndo ha obstrugdo intraventricular da circulacdo de liquor, como
ocorre nas hidrocefalias obstrutivas secundarias a neoplasias ou a prdépria
neurocisticercose.

Em 2012, Matos-Silva e colaboradores, num modelo de neurocisticercose
experimental com T. crassiceps, inocularam cistos através de trepanacao,
atravessando o coOrtex cerebral e atingindo o ventriculo lateral. Como
consequéncia, observaram ventriculomegalia assimétrica, com desvio de linha
meédia (Matos-Silva et al, 2012). Esse modelo experimental continua sendo
utilizado para caracterizacao da resposta inflamatdria local e sistémica (Moura et
al,, 2016; Milhomem et al., 2018).

Com base na necessidade de desenvolver um modelo de hidrocefalia
induzida por neurocisticercose (combinando mecanismos inflamatdrios e
obstrutivos) e com base na observacao da capacidade bioldgica de T. crassiceps
em deslocar estruturas intracranianas, produzindo efeito de massa (Alvarez et
al., 2010), propusemos o modelo de hidrocefalia induzida pela injecao cisternal
de T. crassiceps (Hamamoto Filho et al., 2016).

De fato, observamos que o modelo desenvolvido apresentava elementos
de inflamacao periventricular e de obstru¢do mecanica (Hamamoto Filho et al,,
2017) mas ndo ficava claro qual dos mecanismos era mais importante para a
ocorréncia da hidrocefalia. Por isso, no trabalho ora apresentado, propusemos a

injecio de antigenos do parasita, com o intuito de replicar a resposta
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inflamatéria sem a contrapartida da obstrugdo mecanica.

Além disso, a observacao empirica de que os animais com hidrocefalia
induzida por neurocisticercose sobreviviam sem um adoecimento significativo se
comparados aos animais com hidrocefalia por caulim, motivou o estudo das
alteracbes de longo prazo, com a hipotese de que alguns mecanismos
compensatorios estariam envolvidos no processo fisiopatolégico.

A variacao do peso dos animais neste trabalho mostrou que, de fato, o
comprometimento ponderal dos animais com hidrocefalia induzida pelos cistos
de T. crassiceps é tardio, se comparado com os animais com hidrocefalia por
caulim. No primeiro més de avaliacdo, o peso médio dos animais do grupo caulim
foi 22% menor que o peso médio do grupo controle, enquanto os animais dos
grupos cistos e antigenos tinham peso semelhante. Ja no sexto més, o peso médio
dos animais do grupo cistos foi 19% inferior ao do grupo controle. Neste
momento, o peso médio dos animais do grupo antigenos nao teve diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle. Como o grupo cistos apresentava
maior volume ventricular que o grupo antigenos, a hidrocefalia foi a responsavel
pelo menor ganho de peso dos animais do grupo cistos, como ja bem
demonstrado na literatura a partir de aferigdes mais frequentes do peso dos
animais (Khan et al,, 2006; Lopes et al,, 2009; Wang et al,, 2011; Olopade et al,,
2012). Para Del Bigio, a dificuldade de ganho de peso é o sinal mais precoce da
hidrocefalia experimental cronica, e pode estar relacionada a lesdo do centro do
apetite no hipotalamo, como consequéncia do estiramento do terceiro ventriculo
(Del Bigio et al., 2003).

As alteracdes comportamentais avaliadas pelo teste de campo aberto

mostraram que os animais do grupo caulim tiveram desempenho inferior no
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primeiro més em comparac¢ao com os animais dos grupos cistos e antigenos em
relacdo a exploracdo do ambiente avaliada pelo numero de linhas cruzadas
horizontalmente. Embora os trés grupos nao tenham diferido estatisticamente
do grupo controle, é de se notar que os animais dos grupos cistos e antigenos
tenham tido mais movimentacao horizontal que os animais do grupo controle, os
quais, por sua vez, em numeros absolutos, tenham se movimentado mais que os
animais do grupo caulim. Ja na avaliacao de seis meses pos-inoculagdes, o dado
que mais chama a atencao é o tempo de permanéncia no centro do campo, com
os animais do grupo cisto permanecendo significativamente mais tempo que os
dos grupos antigenos e controle, conquanto todos eles tenham aumentado este
tempo na comparagdo com o primeiro més pos-inoculagao.

Estudos anteriores demonstraram comprometimento comportamental
em animais hidrocefalicos, com reducdo do efeito de aprendizagem e reducao da
atividade exploratoria, prejudicados ainda mais com disfun¢des da capacidade
motora (Del Bigio et al., 1997; Del Bigio et al., 2003; Olopade et al., 2012; Garcia
et al,, 2017). Porém, no conjunto de diferentes parametros de diferentes testes
comportamentais, é frequente o achado de nao haver correlacdo entre alguns
parametros e o grau de dilatagdo ventricular, bem como inconsisténcia de
performance em diferentes parametros (Del Bigio et al., 1997). Uma possivel
explicacdo para eventuais discrepancias nos parametros comportamentais pode
ser devida a expressdo de neurotransmissores relacionados a ansiedade em
ratos com hidrocefalia (Hwang et al., 2011). Niveis elevados de ansiedade podem
causar medo do novo, reduzindo a atividade exploratdria, enquanto niveis

menores podem determinar aumento de curiosidade, aumentando a atividade

exploratdria (Griebel et al, 1993). Assim, em nosso animais, ndo podemos
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desconsiderar que, além do efeito da hidrocefalia, o efeito da exposi¢do ao
estresse de inoculacdes, a realizacdo de ressondncia magnética e ao proprio teste
comportamental pode ter contribuido para as variacdes de desempenho. No
grupo caulim, a ansiedade causada pela hidrocefalia pode ter reduzido a
atividade exploratdria, enquanto nos animais do grupo cisto e caulim, no
primeiro més, com hidrocefalia leve ou sem hidrocefalia, a exposicdo ao estresse
inflamatério do sistema nervoso central pode ter aumentado a curiosidade,
determinando mais movimentacao no plano horizontal.

Com relacdo as alteragdes de ressondncia magnética, os dados deste
trabalho confirmam os achados anteriores desta linha de pesquisa, confirmando
o carater lentamente evolutivo da hidrocefalia induzida por neurocisticercose. As
medidas volumétricas ventriculares sao consistentemente mais elevadas aos seis
meses pos-inoculacdo do que no primeiro més no grupo cistos. Portanto, o
modelo reproduz o carater evolutivo crénico que se pode observar na
hidrocefalia por neurocisticercose e em outras formas de hidrocefalia em
humanos.

Nos animais do grupo, antigenos, observamos a ocorréncia de hidrocefalia
em apenas dois animais, cujos volumes ventriculares (5,14mm3 e 6,75mm?3)
foram pouco maiores que o valor de corte para considerar hidrocefalia (5mm3),
ainda mais se comparados aos grandes volumes observados nos grupos caulim e
cistos. Assim, pela analise de ressonancia magnética, pode-se questionar o papel
da inflamacdo para a ocorréncia de hidrocefalia neste modelo experimental. Por
outro lado, a concentracdo proteica (2,86mg/ml) pode ter sido pequena para
desencadear hidrocefalia, especialmente se comparada com a concentra¢do

utilizada de caulim (25% = 250mg/ml).
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A distribuicdo de cistos nos compartimentos liqudricos seguiu padrao
semelhante ao que ocorre em seres humanos: cistos nas cisternas da base, na
fossa posterior, na cisterna magna, na convexidade cerebral e até no espacgo
subaracnoideo da medula espinhal (Bazan et al, 2016; Marcin-Sierra et al,,
2017). Considerando-se que os cistos foram injetados apenas na cisterna magna,
resta evidente que os cistos de T. crassiceps se movem nos compartimentos de
liquor dos ratos, a semelhanca do que frequentemente se observa em seres
humanos, com documentac¢des radiologicas e intraoperatdrias da migracdo de
cistos pelo sistema ventricular (Garcia e Del Brutto, 2003; Figueroa et al., 2011).

As alteracdes morfoldgicas demonstram que a inoculacao de agentes
estranhos no espaco subaracnoideo, seja quimico, como caulim, ou biolégico,
como cistos e caulim, desencadeia reagdes inflamatorias periventriculares, com
formacao, a posteriori, de astrogliose reativa periventricular. No entanto, a
perpetuacdo da resposta inflamatdria parece mais relacionada a interacao do
parasita vivo no sistema nervoso central, haja vista a maior quantidade de
células inflamatérias no grupo cistos. O predominio de células de linhagem
mononuclear é esperado para inflamacdao cronica, embora ndo possamos
desconsiderar o provavel influxo inicial de polimorfonucleares de fase aguda,
como observado em outros trabalhos com inoculagdo intracraniana de T.
crassiceps (Matos-Silva et al., 2012; Moura et al, 2016). A manutencido da
viabilidade de cistos parece relacionada a capacidade de o parasita evadir da
resposta imune do hospedeiro, desviando a resposta inflamatéria de um padrao
Th1 (mais destrutivo) para um padrdao Th2 (mais permissivo) (Alvarez et al,,

2010; Milhomem et al., 2018).

No plexo coroide, observamos edema e infiltracdo leucocitaria -
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principalmente nos grupos cistos e caulim, os grupos hidrocefalicos. O edema de
plexo coroide pode ser, portanto, uma consequéncia da hidrocefalia, como bem
documentado em antigas observac¢des de hidrocefalia experimental (Ho et al,,
1976; Del Bigio 1993). Sob hidrocefalia, o plexo coroide também apresenta
inflamacao e modificagdes moleculares, como alteragdo na expressdo de AQP-1
(aquaporina-1) Oshio e colaboradores (2005) observaram que animais nocaute
para AQP-1 no plexo coroide apresentaram menores taxas de produc¢do de
liquor, ventriculomegalia e de pressdo intracraniana, sugerindo que a AQP-1
possa ser menos expressa em condicoes de hidrocefalia, num mecanismo
compensatoério (Oshio et al., 2005). Posteriormente, demonstrou-se que, em
vigéncia de hidrocefalia, as moléculas de aquaporina-1 sdo interiorizadas pelas
células epiteliais do plexo coroide (Wang et al., 2011).

A infiltracdo linfocitaria no plexo coroide também parece mais
relacionada a hidrocefalia que ao recrutamento de células dirigidas a combater
os cistos de T. crassiceps. Num modelo de infeccao por Mesocestoides corti, a
cinética de migracao leucocitaria mostra que o epéndima e a barreira hemato-
encefalica junto aos vasos piais sdo os sitios preferenciais de extravasamento
plasmatico e infiltracdo de leucodcitos, enquanto o plexo coroide mantém a
integridade de proteinas do complexo juncional, com menor ativacao de
metaloproteinases de matriz (Alvarez et al, 2010). Essas informagdes sado
coerentes com o padrdo ora observado de inflamacao subependimaria nos
animais do grupo cistos e antigenos.

Numa primeira analise, o padrao de imunorreatividade de GFAP e AQP-4,
predominantemente na regido periventricular, que apresentou astrogliose

reativa, era esperado, pois o GFAP é um marcador de reacdo astrocitaria e a AQP-
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4 se colocaliza com o GFAP, ja que é expressa nos pés vasculares dos astrdcitos
(Tourdias et al., 2009). Porém a analise de subgrupos (1 més vs 6 meses)
mostrou dados conflitantes: os animais mantidos vivos até os 6 meses
apresentaram menor taxa de positividade de GFAP e maior taxa de positividade
de AQP-4 que os animais eutanasiados com um més pos-inoculac¢do, sendo que se
esperava o0 mesmo comportamento para ambos - maior imunorreatividade de
GFAP acompanhada de maior imunorreatividade de AQP-4 (Gohara et al,, 2010).

Entretanto, Eide e Hansson (2018) observaram um aumento de
astrogliose e redugdo na expressao de AQP-4 no cértex cerebral de humanos com
hidrocefalia de pressdao normal (Eide e Hansson, 2018), de modo semelhante ao
que observamos na regido periventricular dos animais dos grupos cistos e
antigenos eutanasiados um més apo6s as inoculagdes: atividade astrocitaria mais
intensa (marcada pela positividade com GFAP) e proporcionalmente menor
expressdao de AQP-4 que nos animais mantidos vivos até os 6 meses pos-
inoculacao. Pode-se questionar se a inflamacdo direcionada a proteinas de T.
crassiceps tenha modulado a expressao de AQP-4 de maneira diferente do que se
observou até agora nos modelos com caulim, pois os animais do grupo antigenos,
mesmo nao tendo desenvolvido hidrocefalia, também aumentaram a expressao
de AQP-4.

A AQP-4 esta bem estabelecida como molécula de expressao aumentada
em vigéncia de hidrocefalia (Mao et al.,, 2006) como mecanismo compensatorio
para aumentar a absorcao de agua do parénquima cerebral para a vasculatura
(Filippidis et al, 2011). Animais nocaute para AQP-4 apresentam graus de
hidrocefalia mais graves que animais selvagens (Bloch et al., 2006), animais

espontaneamente hidrocefalicos apresentam expressdo diferenciada de AQP-4
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(Shen et al,, 2006), e a expressdao de AQP-4 diminuiu apds a instalacdo de shunts
ventriculares para o tratamento de hidrocefalia (Schmidt et al, 2016). Em
humanos, a AQP-4 também é detectada em niveis aumentados no liquor e o
parénquima cerebral de pacientes com hidrocefalia (Castafieyra-Ruiz et al., 2013;
Skjolding et al.,, 2013).

A localizacao da AQP-4 nos pés vasculares dos astrdcitos tem chamado a
atencdo de investigacdes recentes. E o local de troca de substincias entre o
liquor e o intersticio cerebral. Propde-se que o liquor adentra no parénquima
junto a arteriolas pelo espaco de Virchow-Robin, faz a troca de solutos com o
parénquima e leva as excretas celulares para o espago perivenoso, tendo a AQP-4
como carreadora de agua entre os astrdcitos e os vasos, configurando, assim, o
denominado sistema glinfatico (Oliveira et al., 2018).

Desordens no sistema glinfatico tém sido apontadas na fisiopatologia da
hidrocefalia de pressao normal, no desenvolvimento da doenca de Alzheimer e
de alteragdes cognitivas apds traumatismos cranio-encefalicos (Ringstad et al,,
2017). Na fisiopatologia da doenga de Alzheimer, por exemplo, ha deposicdao de
beta-amiloide no espacgo perivascular de Virchow-Robin (Roher et al,, 2003). E de
modo coerente, Jusué-Torres e colaboradores observaram grande atividade de
macrofagos englobando particulas de caulim no espaco de Virchow-Robin num
modelo de hidrocefalia induzida por caulim injetado no espago subaracnoideo da
convexidade do cérebro (Jusué-Torres et al., 2016).

Nosso modelo de hidrocefalia induzida por neurocisticercose
experimental, portanto, mostrou uma hidrocefalia de evolugdo progressiva, o que
abre perspectivas para o estudo experimental das hidrocefalias cronicas.

Diferentemente da hidrocefalia induzida pelo caulim, este modelo experimental
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permite a manutencdo dos animais vivos por mais tempo: o comprometimento
sistémico é mais tardio - como mostrado pelas curvas de ganho de peso e pelo
comportamento relativamente normal no primeiro més se comparado com o0s
animais do grupo caulim. Estudos com avaliacdes ponderais mais frequentes
poderdo caracterizar melhor a dinamica do retardo de ganho de peso nos
animais com hidrocefalia por cistos de T. crassiceps. Outros testes
comportamentais poderdo contribuir para o estudo de comprometimento de
forca muscular, memdria e capacidade de aprendizado.

Demonstramos que inflamacao e obstruciao mecénica ocorrem neste
modelo, a exemplo do que ocorre na hidrocefalia por neurocisticercose na
pratica clinica. No entanto, as reagdes inflamatorias desencadeadas pela
inoculacao de antigenos de T. crassiceps ndo foram suficientes para produzir
hidrocefalia. Assim, pode-se assumir que a hidrocefalia nos cistos tenha se
devido mais a obstrucdo mecéanica, e o carater progressivo da instalacdo da
hidrocefalia e do proéprio grau de dilatacao ventricular deve estar relacionado ao
crescimento dos cistos no espaco subaracnoideo - assemelhando-se a
degeneracdo hidropica observada no crescimento de cistos racemosos em
humanos. Porém, como ja anteriormente apontado, é possivel que a
concentra¢do proteica da suspensao antigénica tenha sido muito baixa e novos
estudos devem ser conduzidos testando se concentracdes proteicas maiores
podem produzir hidrocefalia, além da inflamacdo e gliose periventricular ja
observadas neste trabalho.

O aumento da expressio de AQP-4 nos animais com 6 meses de

inoculacao de cistos sugere a participacdo deste canal de agua como via

alternativa da absor¢do do liquor, embora uma correlacdo estatistica ndo tenha
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sido observada (provavelmente em razdo da analise de grupo, ndo individual, e
pelo nimero reduzido da amostra). De todo modo, o aumento da expressao de
AQP-4 em animais nao hidrocefalicos do grupo antigenos chama a atencao,
aventando-se a hipotese de que as reacdes inflamatorias anti-parasitarias podem
mediar um aumento da expressdao de AQP-4 que, por sua vez, poderia aumentar
0 clearance de agua e compensar parcialmente a hidrocefalia na
neurocisticercose, permitindo, finalmente, uma evolugdo mais arrastada da
hidrocefalia.

Quanto as limita¢des do trabalho, destacamos que o nimero de grupos,
com analise de subgrupos, diminuiu o nimero de amostras em cada grupo,
comprometendo a for¢a estatistica das analises. A avaliacao cega das alteracoes
histolégicas nao permitiu correlacdes individuais de alteragdes de peso,
comportamento e ressonancia magnética com lesdes teciduais. O teste
comportamental, baseado apenas no estudo de campo aberto, ndo é suficiente
para avaliar o comprometimento de fun¢bes de memdria e aprendizado dos
animais. Finalmente, o equipamento de ressonancia magnética, de 0,25 T, nado
permite o estudo detalhado de alteracbes morfolégicas nem de alteragdes do
coeficiente de difusao aparente, frequentemente alterado na hidrocefalia. Esses

Obices devem ser minorados em futuras investigacoes desta linha de pesquisa.
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7. Conclusoes

v' 0 comportamento dos animais com hidrocefalia induzida por
neurocisticercose nao ¢ alterado precocemente;

v" 0 volume ventricular da hidrocefalia induzida por neurocisticercose
experimental é de evolucdo progressiva; e as alteracdes de ressonancia
magnética sdo semelhantes as observadas em humanos;

v A hidrocefalia induzida por neurocisticercose experimental induz reagdes
inflamatérias e astrocitaria periventriculares; as alteracdes do plexo
coroide sdo semelhantes as observadas nos modelos de hidrocefalia por
caulim;

v" A imunorreatividade de GFAP foi maior no primeiro més pds-inoculagio
que no sexto mes;

v" A imunorreatividade de AQP-4 foi maior no sexto més pés-inoculagdo que
no primeiro més e também ocorreu em animais que receberam

inoculacao antigénica mas ndo desenvolveram hidrocefalia.
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9. Epilogo - A Neurocisticercose na Faculdade de Medicina de Botucatu

O estudo da neurocisticercose na Faculdade de Medicina da UNESP -
campus de Botucatu tem longa trajetoria. A professora Svetlana Agapejev,
docente aposentada do Departamento de Neurologia, Psicologia e Psiquiatria,
iniciou os estudos de neurocisticercose no final da década de 1980 e construiu
sua trajetoria académica com diversas publicagdes na area. Inicialmente,
publicou trabalhos em parceria com colegas da Infectologia versando sobre o uso
de albendazol para o tratamento clinico da doenca. Posteriormente, estudou
alteracbes do liquor na neurocisticercose, manifestacées da doeng¢a na faixa
etaria pediatrica (em conjunto com docentes da Neuropediatria), altera¢des de
exames complementares (como potenciais evocados, tomografia e tomografia
por emissdao de foton Unico) na doenga. Também estudou associacao da
neurocisticercose com outras doencas neurocirurgicas (como tumores e
aneurismas cerebrais) - envolvendo, entdo, a disciplina de Neurocirurgia nas
publicagdes na area incluindo os professores Armando Alves, Antdnio Tadeu de
Souza Faleiros e Marco Antdnio Zanini. Suas contribui¢des mais importantes, no
entanto, foram publica¢gdes a respeito da epidemiologia da neurocisticercose.
Seus trabalhos nessa area, baseados em dados de necropsia, imagens
radioldgicas e positividade soroldgica, continuam sendo citados até hoje.

Uma das publicagdes mais relevantes do grupo estudou a evolugdo da
hidrocefalia em pacientes com neurocisticercose. Esse trabalho envolveu os
professores Tadeu Faleiros e Rodrigo Bazan o qual, por sua vez, defendeu
mestrado na Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto/USP, sob orientacdo do
professor Osvaldo Massaiti Takayanagui versando sobre a forma racemosa da
neurocisticercose e hoje contribui intelectualmente com a linha de pesquisa.

Um dos grandes parceiros académicos da professora Svetlana era o
professor Germano Francisco Biondi, da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP, também no campus de Botucatu. O professor Germano
desenvolveu diversos trabalhos na area de vigilancia epidemioldgica e inspec¢do
sanitaria animal, tendo rico material de cisticercose suina. Alias, foi o professor
Germano que trouxe cepas de T. crassiceps para o Botucatu quando realizou pos-

doutorado na Universidade Nacional Auténoma do México. A exemplo da
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professora Adelaide José Vaz, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, o
professor Germano forneceu cepas para diversos centros de pesquisa do Brasil.

Ciente da existéncia dessas cepas, o professor Marco Zanini sempre teve
em mente a realizacao de trabalhos experimentais com neurocisticercose, na
tentativa de reproduzir laboratorialmente essa forma de hidrocefalia que
conhecia bem na pratica clinica. Foi assim que, em 2013, convidou-me para
ingressar na pods-graduacdo com esse trabalho. Seu apoio e incentivo nos
primeiros procedimentos experimentais foram decisivos para o sucesso da
empreitada.

O desenvolvimento do modelo experimental ocorreu para a defesa do
mestrado e, em decorréncia das perguntas que sempre surgem de novos
trabalhos, julgamos oportuno manter o modelo como linha de pesquisa para o
desenvolvimento de novos projetos. O aprofundamento do estudo do modelo
serviu para o doutorado ora defendido.

Porém, antes dos novos procedimentos experimentais, as cepas de T.
crassiceps foram perdidas por falha no processo de replicacio na cavidade
peritoneal de camundongos, o que inviabilizaria a linha de pesquisa. Sabendo
que outros centros tinham ainda a cepa, o professor Germano gentilmente me
acompanhou até a Universidade Federal de Vigosa para pegar cepas cedidas pelo
professor Paulo Sérgio de Arruda Pinto (que também as mantinha desde que o
professor Germano as havia cedido pra outros pesquisadores do pais).

Reinstituida a manutencdo dos parasitas em camundongos no biotério da
Unidade de Pesquisa Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu, novos
projetos comecaram a ocorrer. Alunos de iniciagdo cientifica (Marcelo Fogarolli,
Marcelo Oliveira, Moénica Silva, Eduardo Barcellos, Miguel Ossuna, Vinicius
Oliveira) tém desenvolvido trabalhos na area, com bolsa PIBIC, e novo trabalho
de pos-graduacao também esta sendo conduzido pelo médico residente Aderaldo
Alves Junior.

Finalmente, a mentoria intelectual da professora Agnes Fleury, da
Universidade Nacional Auténoma do México (que ja tinha publicagdes com a
professora Svetlana e com o professor Germano), tem sido de importancia impar

para a continuacao de novos trabalhos — mais arrojados e consistentes.
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10. Artigo cientifico em inglés

Animal model of neurocysticercosis-induced hydrocephalus:
chronic progressive hydrocephalus with mild impairment of

animal status
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Introduction

Animal models of hydrocephalus are helpful for the understanding of the
pathophysiology of the disease and the opening of new therapeutic approaches. The
most common experimental model is the kaolin-induced hydrocephalus, which has been
used for many years due to its effectiveness and reproducibility (Del Bigio, 1993).
However, kaolin injection into the cisterna magna leads to a rapid increase of
ventricular size and intracranial pressure, with high rates of peri-procedure deaths and
neurological compromise. Even though the mortality rates can be reduced with lower
concentrations of the kaolin suspension, the immediate mortality after the injection is
not negligible (Lopes et al., 2009).

The injection of low doses of kaolin in immature rats provided an “arrested”
pattern of hydrocephalus, in which the ventricular dilatation begins in childhood and
progresses very gradually, and correlates with white matter loss and behavior changes
(Del Bigio et al. 2003). New animals models have achieved slow progressive
hydrocephalus by injecting the kaolin suspension in other sites such as the brain
convexity (Li et al, 2008; Nagra et al., 2003; Jusué-Torres et al., 2016) or directly inside
the lateral ventricles (Shaolin et al, 2015). These models are able to simulate
communicating and normal pressure hydrocephalus.

Neurocysticercosis-induced hydrocephalus is a challenging pattern of
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hydrocephalus due to the variability of clinical presentations and pathophysiologic
mechanisms involved. Acute hydrocephalus can be observed in patients with sudden
obstruction of cerebrospinal fluid flow within the ventricles due to cysts movement, and
chronic hydrocephalus can occur in cases of progressive scaring of the basal and
convexity arachnoid. Actually, both inflammation and mechanical obstruction are
present in patients with neurocysticercosis and hydrocephalus (Colli et al., 2002; Sotelo,
2011). These features pose some difficulties for the surgical management of
hydrocephalus in neurocysticercosis (Colli et al, 2002; Agapejev et al.,, 2007), despite
the advances gained with endoscopic approaches (Torres-Corzo et al,, 2010; Zhenye et
al, 2017). Therefore, it is important to develop animal models for the study of
hydrocephalus in neurocysticercosis.

Ventricular dilatation has been observed in some animal models of
neurocysticercosis (Mato-Silva et al., 2012; Moura et al., 2016) and, recently, a model of
neurocysticercosis-induced hydrocephalus was proposed by injecting cysts of Taenia
crassiceps (an analogue cestode of T. solium) into the cisterna magna of rats (Hamamoto
Filho et al., 2017). This model showed similar radiological and morphological features of
human extraparenchymal neurocysticercosis, including hydrocephalus.

In this work, we aimed to study the long-term evolution of the rat model of
neurocysticercosis-induced hydrocephalus in terms of animal weight gain, behavioral
alterations, magnetic resonance imaging features, and morphological alterations, with

focus on aquaporin-4 expression.

Methods

52 male Wistar rats (Rattus novergicus) weighing 100-200g were used. They
were handled according to ethical principles for animal welfare and the board of the
local Ethics Committee on Animal Use approved the study project. The animals were
kept under adequate sanitary conditions, with food and water available ad libitum, with
light/dark cycles of 12h, in a room with temperature control (21°). The sample size was
calculated considering a 30% mortality after the procedures, and the possibility of
reaching statistical differences in terms of ventricular volume with 5 animals in each

group according to a pilot study (Hamamoto Filho et al,, 2016).
Experimental design

The animals were divided into four groups. The first group (n = 16) received the

inoculation of 50 cysts of T. crassiceps (50 cysts/animal) into the cisterna magna (cyst
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group). The second one (n = 15) received the injection of 0.02ml of an antigenic
suspension of cysts of T. crassiceps into the cisterna magna (antigen group). In the third
one (n = 13), the animals were injected with 0.02ml of a 25% kaolin suspension (kaolin
group). And the fourth group (control) received the injection of 0.02ml of 0.9% saline (n
= 8).

By the end of the first month of observation, the animals underwent an open
field test (OFT) for behavior assessment and a magnetic resonance imaging (MRI). Half
of the animals from the cyst, antigen, and control groups were euthanized (using a
systematic sampling), as well as all the animals from the kaolin group. The animals of
the kaolin group were not kept alive for more than one month due to ethical
consideration of animal suffering. The other animals were kept for more five months,
and then underwent a new OFT and MRI scanning. Finally, they were euthanized. The
animals were weighed immediately before the euthanasia and the encephala were

removed just after the euthanasia for histologic and imunohistochemical assessment.

Parasites and inoculations

Cysts from T. crassiceps kept in subsequent inoculations in the peritoneal cavity
of mice (Mus musculus) (Willms and Zurabian, 2010) were aseptically removed and
selected according to the size and viability for inoculation into the cisterna magna of rats
from the cyst group (50 cysts/rat).

For the antigenic suspension the remaining cysts were kept in saline with
protease inhibitor (SigmaFAST™ Protease Inhibitor Cocktail Tablet EDTA Free - Sigma-
Aldrich) at -20C. Then, they were sonicated with two cycles of 1 minute at 10°C and 60%
amplitude. The resulting suspension was centrifuged at 0°C and 180Hz for 1 minute. The
supernatant was used and its protein concentration was determined by the Bradford
method, reaching 2.86mg/ml. Each animal of the antigen group received 0.02 ml of this
suspension through a cisternal injection.

The kaolin group received 0.02ml of 25% kaolin suspension and the control
group received 0.02ml of 0.9% saline. For the experimental procedures, the animals
were anesthetized with intraperitoneal injection of 0.1ml/kg moisture of ketamin
(100mg/ml) and xylazine (20mg/ml). The inoculations were done after a 1cm skin
incision in the occipto-cervical transition, using a 25G needle. The skin was then closed

with 4.0 mononylon.
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Open field test

The animals’ behavior was assessed using the open field test (OFT), according to
Olopade et al.,, 2012. Briefly, it was used a 72x72cm box with lines splitting the floor into
16 squares of 18x18cm. Each rat was maintained in the box during 5 minutes and the
movements were recorded using a GoPro Hero 3+ digital camera (GoPro Inc, USA). The
records were assessed by an independent observer registering the horizontal moves
(number of crossed lines), vertical moves (number of times in hind limbs support),

center time (duration in the central squares) and number of evacuations.

Magnetic resonance imaging

For the MRI exam, the animals were anesthetized with 0.5ml/kg of a moisture of
ketamin (100mg/ml) and xilazina (20mg/ml). MRI was performed using a 0.25 T
equipment (Esaote, model Vet-MR). The slices were set at 0.6mm thick in a T2 echo-
gradient acquisition (echo time: 5ms, and repetition time: 10ms). The images were
analyzed concerning the distribution of cysts in the ventricles and in the subarachnoid
space. For ventricular volume quantification, a volumetric study was done using the
software ITK-SNAP v 3.0.0 (Yushkevich et al., 2006). The cut-off value for considering

the presence of hydrocephalus was set at 5mm3 (Harris et al.,, 1992).

Histologic assessment

After the animals were euthanized, we performed a cardiac perfusion with saline
followed by buffered formalin 10% for brain fixation. Then, the encephala were
removed and cut in the coronal plane at the level of the optic chiasm. The slices were
kept in buffered formalin for 12 hours at room temperature followed by sequential
dehydration in increasing concentrations of alcohol, diafanized in xylene and embedded
in paraffin. The blocks were cut into 5um sections for hematoxylin-eosin staining and
into 3um for immunohistochemical staining.

For immunohistochemistry, the slices were dewaxed in xylene and rehydrated in
decreasing concentrations of alcohol until water. For antigenic recovery, the slides were
heated in pressure cooker at 98°C with citrate buffer, pH 6.0 for 30 minutes. The slides
were incubated in 0.3% hydrogen peroxide at room temperature for endogenous tissue
peroxidase block. Then, they were washed with Tris buffered saline + Tween 20, pH 7.5
(TBST). The primary antibodies anti-aquaporin-4 and anti-GFAP were incubated for 1
hour in humid camera at room temperature. A new wash was done with TBST, and the
secondary antibody was applied using peroxidase horseradish polymer conjugated

during 30 minutes at room temperature. After a new TBST wash, 3,3’ diaminobenzidine
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(DAB) was applied for 5 minutes for stain. A counter-staining with HE was then
performed.

Morphological assessment was done considering periventricular astrogliosis and
inflammation, choroid plexus edema and inflammation, and positivity of aquaporin-4
and GFAP. Stereologic point counting procedures were applied to perform a

morphometric analysis (Weibel et al., 1966).

Statistical analysis

The non-parametric test of Kruskal-Walli followed by the Dunn test was used for
comparisons among multiple groups. Mann-Whitney test was used for comparison
between independent groups and the Wilcoxon test for paired data. T student test and
ANOVA were used for normal distribution variables. Correlation between variables was
calculated using the Spearman test. Differences were considered significant with p <
0.05. The statistical analyses were performed using SPSS (v. 21.0), R (v. 2.11.0) and
GraphPad (v 5.0) softwares.

Results

The peri-procedure mortality of the animals was of 23%: one animal from the
cyst group (1/16); three from the antigen group (3/15); six from the kaolin group
(6/13) and two from the control group (2/8). During the first month of observation one
animal from the antigen group and another from the control group died. Therefore, 38
animals completed one month of observation: 15 from the cyst group, 11 from the
antigen group, from the kaolin group, and 5 from the control group. After the first
month, all animals from the kaolin group were euthanized, as well as 7 from the cyst
group, 6 from the antigen group and 3 from the control group. The remaining animals
would fulfill six months observation, but one more animal from the cyst group died.
Finally, one animal from the cyst group and one animal from the antigen group died just

after the second MRI and did not perform the second OFT.

Weight gain

There was no difference on initial weight among the animal groups. After the
first month, mean weight was of 305.6g in the cyst group, 308.2g in the antigen group,
239.9 in the kaolin group, and 307.7 in the control group. The kaolin group had a
statistically significant lower mean weight than the other groups (p = 0.039). By the end
of the sixth month, the mean weight was of 434.7g in the cyst group, 567.0g in the

antigen group, and 530.0g in the control group. This time, the cyst group had a
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statistically significant lower weight than the other groups (p = 0.029), as shown in

graph 1.

Behavioral assessment

By the end of the first month, we found no difference between the groups in
terms of vertical moves, center time and number of evacuations. However, we found a
difference in terms of horizontal moves (number of crossed lines): the kaolin group had
an inferior performance comparing to the cyst and antigen groups (16.1, 38.9, and 49.0,
respectively, p = 0.023). By the end of the sixth month, the animals from the cyst group
spent more time in the center of the field than the animals from the antigen and control
groups (127.4, 12.3, and 8.5 seconds, respectively) but this difference did not reach

statistical difference (p > 0.05).

Radiological assessment

After the first month post-inoculation, the mean ventricle volume was of 1.1mms3
in the control group, 2.2mm?3 in the antigen, 59.0mm3 in the cyst group, group, and
112.8mm3 in the kaolin group (figure 1). Using multiple comparison tests, the cyst and
kaolin group had larger ventricle volumes than the antigen and control groups (p =
0.0003). In the control group, no animal developed hydrocephalus; in the antigen group,
one animal had hydrocephalus (1/11); in the cyst group, 9 animals (9/15); and in the
kaolin group, 4 animals (4/7).

After six months, the mean ventricle volume was of 1.15mm3 in the control
group, 3.57mms3 in the antigen group, and 568.9mm3 in the cyst group (figure 2). This
time, statistical differences were not found due to the large variability of ventricle
volumes in the cyst group (standard deviation = 515.9mm3). However, when comparing
the final volume with the 1-month volume in the cyst group, a significant difference was
found (p = 0.03) - table 1. At this time, no animal in the control group had
hydrocephalus, but one animal in the antigen group (1/6) and four animals in the cyst
group did (4/6).

Regarding the distribution of cysts in the cyst group, by the end of the first
month, ten animals (10/15) presented cysts in the basal cisterns of the brain or in the
cisterna magna or in the subarachnoid space of the cervical spine. From these 10
animals, 9 had hydrocephalus; and from the non-hydrocephalic animals (6/15), only one
had a detectable cyst. At the end of the sixth month, considering the 6 surviving animals,
all the 4 hydrocephalic rats had detectable cysts in the basal and magna cisterns, as well

as in the convexity subarachnoid space. Three of them had intraventricular cysts, and
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one animal, in the cervical spine (figure 3).

Histologic assessment

The cyst, antigen and kaolin groups presented morphological changes in the
periventricular, periependyma and choroid plexus regions. In the periventricular region,
it was observed reactive astrogliosis and lymphocytic inflammatory cells. In the
periependyma region, it was observed the same predominance of lymphocytes
inflammation. The choroid plexus had edema and also lymphocytic inflammatory
pattern (figure 4). Using stereological approaches to quantify the morphologic changes
we observed that the presence of inflammation was more intense in the cyst group than
in the control and kaolin groups (p < 0.05) (graph 2A); the edema and inflammation in
the choroid plexus was similar in the cyst and kaolin groups and superior than the
antigen and control groups (graph 2B). Inflammation in the supependyma area occurred
only in the cyst and antigen group.

The immunostaining of GFAP and AQP-4 was similar to the periventricular
astrogliosis, occurring in the cyst, antigen and kaolin groups (figure 5). However, the
analysis considering the animals euthanized at the first month and at the sixth month
post-inoculation, showed a decrease in the expression of periventricular GFAP in the
cyst and antigen group in the sixth month, and an increase in the expression of

periventricular AQP-4 (graph 2 C and D).

Correlation of parameters
Correlations between data from weight, behavioral changes, ventricular volume
and histologic changes were tested, and were found to be significant for weight and

ventricular month at the sixth month (R=-0.642, p = 0.02).

Discussion

Acute hydrocephalus commonly presents with signs of raised intracranial
pressure with high risk of death or serious neurological damage. Conversely, chronic
hydrocephalus presents with progressive impairment of motor and cognitive functions
and may be similar to dementia syndromes. Actually, several studies have called
attention to a possible linkage between CSF imbalance, hydrocephalus and
neurodegenerative conditions such as Alzheimer’s disease. (Jessen et al, 2015;
Silverberg et al,, 2015; Plog and Nedergaard, 2018).

Hydrocephalus in neurocysticercosis has a variable pattern of presentation,
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including acute, subacute and chronic forms. This variability is related to the different
pathophysiologic mechanisms underlying CSF imbalance, including inflammation in the
CSF compartments, fibrotic scars in the basal cisterns, mechanical obstruction in the
narrower points of the ventricular system, and damage to the arachnoid villi (Sotelo,
2011; Fleury et al.,, 2015). Therefore, experimental models of neurocysticercosis are
helpful to better understand the pathophysiologic mechanisms and test new therapeutic
approaches (Nash et al., 2006; Arora et al., 2017).

Initial observations of the model of neurocysticercosis-induced hydrocephalus
showed that the animals did had ventricle enlargement without early deterioration of
clinical condition (Hamamoto Filho et al., 2016) and, then, opened the perspectives for
the study of longstanding hydrocephalus, mimicking chronic hydrocephalus. In this
study, the long-term assessment of this experimental model confirmed a progressive
evolution of hydrocephalus with less severe illness of the animals. Actually, in the first
month post-inoculation, the animals from the cyst group had ventricle volumes
comparable to animals from kaolin group, but had body weight similar to the animals
from the control group. The difference of weight in the cyst group was detected in the
sixth month post-inoculation. Difficulty in weight gain is an early sign of chronic
hydrocephalus and may be related to injuries to the hypothalamic center of appetite, as
a consequence of the third ventricle stretch (Del Bigio et al., 2003).

Consistently, in the behavior assessment, the cyst group had a better
performance in terms of horizontal moves than the kaolin group in the first month; and
in the sixth month, the cyst group tended to be less active than the control and antigen
groups (in which the animals did not have hydrocephalus). However, caution is needed
to exploit these findings because in another important parameter (vertical moves - the
number of times the animals supported in the hind legs), there was no statistical
difference. Previous studies of experimental hydrocephalus with kaolin have shown that
the animals have reduction in the exploratory activity that is worsened by motor
dysfunctions (Olopade et al., 2012; Garcia et al,, 2017). Additionally, it is frequent to find
no correlation between the degree of hydrocephalus and behavior impairment, as well
as discrepancy between tests parameters (Del Bigio et al., 1997). These conflicting data
may be due to anxiety related neurotransmitters that may lead to increased curiosity,
and then, more exploratory activity or to fear and less activity (Griebel et al., 1993;
Hwang et al., 2011).

In terms of MRI findings, we observed that most of the hydrocephalic animals
did have detectable cysts and, then, the presence of cysts was necessary to the

occurrence of hydrocephalus indicating that the mechanical obstruction is the main
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mechanism responsible for hydrocephalus, even though inflammation is present, as
observed in histologic assessment. Actually, the cysts grow slowly in the subarachnoid
space, mimicking what happens in the racemose degeneration of T. solium (Escobar,
1983), therefore, the obstruction to CSF flow is gradual. The antigen inoculation was not
able to successfully induce hydrocephalus. A possible explanation may be the low
protein concentration (2.86mg/ml) used, especially if compared with the standard dose
of kaolin (250mg/ml).

Regarding the distribution of cysts, it is of particular interest to observe cysts
inside the ventricles and throughout the subarachnoid space, even though they were
injected solely in the cisterna magna. In fact, the cysts moved through the CSF
compartments, in a similar pattern of the human’s disease (Garcia and Del Brutto, 2003;
Figueroa et al,, 2011).

The morphological changes showed that inflammatory reactions occur with the
inoculation of cysts, antigens, and kaolin. However, the higher rate of inflammation in
the cyst group may point to a sustained interaction of the host with the living parasite.
The predominance of lymphocytes was expected because of the chronic nature of the
inflammation, yet we cannot disconsider a possible initial polymorph nuclear influx, as
demonstrated in other models of intracranial infection with T. crassiceps (Matos-Silva et
al, 2012; Moura et al., 2016).

The choroid plexus was similarly edematous and infiltrated with lymphocytes in
the cyst and kaolin groups - the groups with hydrocephalus. It is possible that the
edema of the plexus choroid may be related to a downregulation of aquaporin-1, a water
channel molecule that participates in the CSF production (Wang et al., 2011). In other
model of neurocysticercosis, the choroid plexus maintained the integrity of junctional
complex proteins, beavering as a less important site for leucocyte influx than the
ependyma and the blood brain barrier (Alvarez et al., 2010). Therefore, the findings in
the choroid plexus in our model may be more related to the hydrocephalus itself than
with the neurocysticercosis.

GFAP and AQP-4 are generally colocalized in experimental models of brain
edema (Tourdias et al,, 2009). In a study of normal pressure hydrocephalus in humans,
Eide and Hansson observed an increase in astrogliosis and a reduction of AQP-4
expression in human brain cortex (Eide and Hansson, 2018). However, we found that in
the cyst group, the animals euthanized after 1 month had fewer AQP-4 and higher GFAP
periventricular expression than the animals euthanized in 6 months. To note, a similar
pattern was observed in the antigen group. Therefore, one could argue whether the

inflammation against T. crassiceps may modulate differently the expression of AQP-4,
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allowing for a chronic pattern of partially compensate hydrocephalus.

AQP-4 is a well-established water channel molecule upregulated in
hydrocephalus as a compensatory mechanism for water absorption from the brain
parenchyma to the vessels (Filippidis et al, 2011). It is localized in the astrocytes’
vascular endfeet, in the Virchow-Robin space - where several changes between the
interstice and the CSF occur, configuring the recently called glymphatic system (Jessen
et al, 2015). Disorders in the glymphatic system have been identified in the
development of Alzheimer’s disease, cognitive impairment after traumatic brain lesion
and, in normal pressure hydrocephalus (Ringstad et al, 2017). These findings are
coherent with the identification of kaolin deposition in the Virchow-Robin space in a
recent experimental model of chronic hydrocephalus (Jusué-Torres et al., 2016).

This experimental model of neurocysticercosis-induced hydrocephalus allowed
for the maintenance of the hydrocephalic animals for a long time with mild impairment
of their clinical performance in terms of body weight and behavior changes. The
progressive evolution of ventricle dilatation may be a determinant factor, but the role of
AQP-4 as a compensatory mechanism for water clearance is suggested, and deserves

more investigations.
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Graph 1. Variation of the weight of the animals over the observation period, according to
the groups. At the initial time, the weight of the animals was similar between the groups.
At the end of the first month, the kaolin group presented a mean weight significantly
lower than the other groups (p = 0.039). At the end of the sixth month, the cysts group

had significantly lower mean weight than the control group and antigens (p = 0.029).
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Figure 1. Magnetic resonance imaging of the ventricular dilation pattern of the
experimental groups in the first month after inoculation. The control and antigen groups
did not present dilated ventricles, unlike cysts and kaolin groups.

Control Antigens

Figure 2. Magnetic resonance imaging of the ventricular dilation pattern of experimental
animals kept alive until the sixth month after inoculation. Control groups and antigens
did not present dilated ventricles, unlike cysts.

Figure 3. Magnetic resonance imaging of animals from the cysts group showing the
pattern of cysts distribution in the cerebrospinal fluid spaces. A: RM 1 month after
inoculation, B: RM 6 months after inoculation. Arrow: cysts in the cisterns of the base.
Arrow tip: cysts in the subarachnoid space of the cervical spine. * cysts in the cistern
magna.
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Figure 4. Panel of histological changes in the experimental groups shows reactive
astrogliosis in the cysts, antigens and kaolin groups. Choroid plexus edema and
lymphocytic inflammatory infiltrate are observed mainly in the cysts and kaolin groups.
Already peri-ependyma inflammatory infiltrate occurs more clearly in the cysts and
antigen groups.
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Figure 5. Immunohistochemical panel of GFAP and AQP-4. The expression of the
markers is more intense in the cysts, antigens and kaolin groups than in the control

group.
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Graph 2. A: Quantification of periventricular lymphocytic inflammatory infiltrate
according to the Weibel reticulum count. The animals of the cysts and antigen groups
presented greater inflammatory infiltrate than the control and kaolin groups, with
statistical difference for the cysts group alterations in comparison to the control and
kaolin groups. B: Area of edema of the choroid plexus measured by the area of the
choroid plexus. The cysts and kaolin group had more choroid plexus edema. C:
Quantification of GFAP + cells in the periventricular region, according to the Weibel
reticulum count. The 6-month observation subgroups had lower GFAP
immunoreactivity than their 1-month observation subgroups. D: Quantification of AQP-4
+ cells in the periventricular region, according to the Weibel reticulum count. The 6-
month observation subgroups showed higher AQP-4 immunoreactivity than their 1-
month observation subgroups.
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