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RESUMO

A cisticercose é causada por um cestdédeo denominado Taenia solium, sendo a
doenca parasitaria de maior frequéncia no sistema nervoso central (SNC) em
paises endémicos. A neurocisticercose extraparenquimatosa (ExP-NCC) ocorre
quando as larvas se alojam principalmente nos ventriculos e no espago
subaracnoide das cisternas basais, sendo a apresentagdo mais grave da
doenca. O tratamento da ExP-NCC ainda é um desafio devido a menor
eficiéncia na destruicdo dos cistos e dificuldade no controle da
neuroinflamacédo. Neste trabalho, avaliamos o uso de anti-helminticos
associados a agentes imunossupressores para o tratamento de NCC-ExP
induzida em ratos. Para isso foram utilizados 19 animais, selecionados apds
realizacdo de ressondncia magnética (RM), e divididos em 4 grupos
experimentais: controle, Albendazol (ALB) + Praziquantel (PZQ), ALB + PZQ +
DEX e ALB + PZQ + CTB. Os grupos receberam tratamento por 15 dias. Apos
30 dias do fim do tratamento foi realizada nova RM e eutanasia dos animais
com posterior remogao do encéfalo. As amostras do encéfalo e amostras de
sangue foram processadas para realizagdo de ELISA para dosagem das
citocinas IL-6, IL-10, IFN-v e TGF-B e as amostras do encéfalo foram utlizadas
para realizagdo de RT-qPCR para os genes Fni1, Mmp-2, Mmp-9, Tgfb2,
Slamf5, IIf2, Rorc e Runx3. As imagens das RM pré e pdés-tratamento foram
utilizadas para avaliagdo da volumetria ventricular utilizando o software ITK-
snap. Foi possivel observar diferenga significativa nas citocinas IL-6 e IL-10
(p<0,05). Em ambas as citocinas IL-6 e IL-10, os valores do grupo tratado com
dexametasona se assemelharam com o grupo controle enquanto o grupo
tratado com citarabina ficou mais préximo do grupo tratado apenas com
albendazol + praziquantel. O grupo tratado com dexametasona foi o unico que
apresentou reducao da inflamacao causada pelo cisto visto que as citocinas IL-
6 e IL-10 apresentaram um menor valor. Na analise de volumetria n&do houve
diferencga significativa entre os grupos, porém o grupo controle se apresentou
semelhante ao grupo tratado com dexametasona, enquanto o grupo tratado
com antiparasitarios se assemelhou ao grupo tratado com citarabina no pds-
tratamento. Nas avaliacbes de expressdo génica com o RT-gPCR, n&o houve

diferengas estatisticas entre os grupos avaliados, porém o grupo tratado com



antiparasitarios associados a dexamentasona apresentaram maiores valores
de Fn1 e Mmp-9 e menores valores de Slam5 e Rorc. Esses fatores sugerem
que a supressao de Slam5 e Rorc impactaram na resposta imune dos
hospedeiros em relacdo ao cisto, levando a um dano tecidual que elevou a
expressao de Fn1 e Mmp-9. Em concluséo, a citarabina nao parece ser efetiva
como a dexametasona no controle da neuroinflamagdo na ExP-NCC
experimental em ratos e ha indicios de que a dexametasona tenha favorecido a

sobrevida do parasita em nosso modelo experimental.



ABSTRACT

Cysticercosisis caused by a cestode called Taenia solium and is the most
frequent parasitic disease affecting the central nervous system (CNS) in
endemic countries. Extraparenchymal neurocysticercosis (ExP-NCC) occurs
when larvae primarily lodge in the ventricles and the subarachnoid space of the
basal cisterns, representing the most severe form of the disease. The treatment
of ExP-NCC remains challenging due to the lower efficacy in cyst destruction
and difficulty in controlling neuroinflammation. In this study, we evaluated the
use of anthelmintics combined with immunosuppressive agents for treating
experimentally induced ExP-NCC in rats. Nineteen animals were selected after
undergoing magnetic resonance imaging (MRI) and divided into four
experimental groups: control, Albendazole (ALB) + Praziquantel (PZQ), ALB +
PZQ + DEX, and ALB + PZQ + CTB. The groups received treatment for 15
days. Thirty days after the end of treatment, a second MRI was performed,
followed by eutanasia and brain tissue removal. Brain and blood samples were
processed for ELISA to quantify cytokines IL-6, IL-10, IFN-y, and TGF-3, while
brain samples were used for RT-gPCR analysis of the genes Fn1, Mmp-2,
Mmp-9, Tgfb2, Slamf5, IIf2, Rorc and Runx3. Pre and post-treatment MRI
images were analyzed for ventricular volumetry using ITK-Snap software.
Significant diferences were observed in the cytokines IL-6 and IL-10 (p<0.05).
In both cases, the values for the dexamethasone-treated group resembled
those of the control group, while the cytarabine-treated group was closer to the
albendazole + praziquantel-only group. The dexamethasone-treated group was
the Only one to show a reduction in cyst-induced inflammation, as IL-6 and IL-
10 levels were lower. Ventricular volumetry analysis showed no significant
diferences between groups; however, the control group was similar to the
dexamethasone-treated group, while the anthelmintic-treated group resembled
the cytarabine-treated group in post-treatment measurements. In the RT-qPCR
gene expression. analysis, no statistical diferences were observed among the
groups. However, the group treated with anthelmintics combined with
dexamethasone showed higher Fn1 and Mmp-9 expression and lower Slamb
and Rorc levels. These findings suggest that the suppression of Slamb and

Rorc impacted the host immune response to the cyst, Leading to tissue damage



that increased Fn1 and Mmp-9 expression. In conclusion, cytarabine does not
seem as effective as dexamethasone in controlling neuroinflammation in
experimental ExP-NCC in rats. There is evidence that dexamethasone may

have favored parasite survival in our experimental model.
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1. INTRODUGAO

1.1 Neurocisticercose

A cisticercose é causada por um cestédeo denominado Taenia solium e
ocorre apos ingestdo de ovos desse parasita com posterior eclosao de larvas
que podem migrar para diversos tecidos por via hematogénica, sendo
responsavel por um grande problema de saude publica (Pfuetzenreiter; Pires,
2000).

A Taenia solium €& um parasita invertebrado que possui como
hospedeiros intermediarios os suinos, e os seres humanos como hospedeiros
definitivos. O verme adulto, que se encontra no intestino dos seres humanos,
reproduz-se pelo método de autofecundacido e seus ovos sao liberados nas
proglotes. Essas proglotes séo liberadas para o ambiente por meio das fezes
do hospedeiro definitivo e sao ingeridas pelos suinos. Quando os ovos chegam
no intestino do hospedeiro intermediario, eles eclodem e os zigotos se
transformam em oncosferas, deixando o intestino e migrando para a
musculatura do porco na forma de cisticercos. O ciclo de vida do parasita sera
fechado quando o homem ingere a carne de porco contaminada por cisticercos
e o parasita se desenvolve até a forma adulta no intestino do hospedeiro.
Quando os ovos sé&o ingeridos pelo homem, ele passa a ser um hospedeiro
intermediario erratico e as oncosferas ativadas terdo o sistema nervoso central
(SNC) como local de preferéncia para se alojarem, causando a
neurocisticercose (Coyle et al., 2012; Oliveira; Figueiredo; Peres, 2018).

A neurocisticercose ocorre nos casos em que o0 hospedeiro definitivo

ingere os ovos infectantes do parasita. Esse tipo de infeccédo ocorre
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principalmente devido a falta de condi¢des sanitarias adequadas, sendo essa
enfermidade endémica em paises da América Latina, Africa sub-Saariana e sul
da Asia (Figura 1) (Coyle et al., 2012; Del Brutto, 2012; Del Brutto; Garcia,
2013). Essa enfermidade é a doenga parasitaria de maior prevaléncia no
sistema nervoso central (SNC) nesses paises, apresentando um carater
pleomdérfico devido a possibilidade de alojamento das larvas de T. solium em
qualquer parte do SNC. As manifestagdes clinicas dependem da localidade do
SNC afetada e do numero e tamanho dos cistos, bem como da
heterogeneidade da resposta inflamatéria do hospedeiro e também da presséo
de infeccdo (Carabin et al., 2011; Garcia; Nash; Del Brutto, 2014; Hamamoto

Filho et al., 2020; Marcin Sierra et al., 2017).
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Figura 1. Distribuicdo mundial da infecgao por Taenia Solium. Fonte: Organizagdo Mundial da
Saude, 2022.

A neurocisticercose pode ocorrer de duas formas distintas. A primeira

forma é a parenquimatosa (P-NCC), na qual os cistos se instalam no
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parénquima cerebral e, geralmente, sdo destruidos pela resposta imune do
individuo. A menos que ocorra uma infestacdo macicga, essa forma da doenca
apresenta sinais clinicos leves, tendo como principal manifestacao clinica as
crises epilépticas, frequentemente controladas com terapia anticonvulsivante
(Duque; Burneo, 2017). Outras alteragbes possiveis na P-NCC sao cefaleia,
déficits focais e alteragdes comportamentais (Garcia; Nash; Del Brutto, 2014).
O tratamento recomendado para essa forma da doenga baseia-se na
administracao de antiparasitarios como Albendazol e Praziquantel. O uso de
corticosteroides, associados aos antiparasitarios, € recomendado visando
reduzir a intensa reacao inflamatoria causada pela degeneragéo dos parasitas.
Naqueles pacientes que apresentam crises epilépticas, as drogas
anticonvulsivantes devem ser empregadas (White et al., 2018).

Em uma revisdo sistematica realizada por CUELLO-GARCIA et
al.(2013), foi observado que o unico grupo que apresentou diferenga estatistica
na reducao da recorréncia de crises epilépticas e das lesbes presentes na
ressonancia magnética ou na tomografia computadorizada foi o tratamento com
corticoide quando comparado ao tratamento placebo. Porém, esse estudo
também evidenciou que, dentro de toda a literatura utilizada pelos autores
avaliando uso isolado de corticoides, apenas um nao apresentava alto risco de
viés. Com isso, apresenta-se com uma baixa qualidade de evidéncia quando
considerado o conjunto geral (Cuello-Garcia et al., 2013; Nash et al., 2011).

A outra forma, denominada neurocisticercose extraparenquimatosa
(EXP-NCC), ocorre quando as larvas se alojam fora do parénquima cerebral,
principalmente nos ventriculos e no espago subaracnoide das cisternas basais.

Essa apresentacdo da doenga € mais grave e os sinais clinicos estao
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associados ao aumento da pressao intracraniana devido a alteracdo no fluxo
de liquido cerebroespinhal (LCE) decorrente da obstrugdo mecanica causada
pelos cistos ou pela inflamagdo da aracnoide basal (Fleury et al., 2011;
Hamamoto Filho; Zanini; Fleury, 2019; Marcin Sierra et al., 2017).

O tratamento da ExP-NCC ainda €& desafiador, uma vez que os
antiparasitarios utilizados na rotina ndo possuem uma eficacia alta em relagao
a destruicdo dos cisticercos e, por outro lado, a inflamacdo necessaria a
destruicdo dos cistos pode piorar as condi¢des clinicas do paciente (Fleury;
Sciutto, 2020; Toledo et al., 2018). No geral, o tratamento é realizado com
Albendazol (ABZ) ou Praziquantel (PZQ) na tentativa de reduzir a carga
parasitaria, e com uso de corticoides como a prednisona ou a dexametasona,
para controle da neuroinflamagédo (Brutto et al.,, 1992; Fleury et al., 2011;
Garcia; Nash; Del Brutto, 2014; Toledo et al., 2018) porém nenhuma dessas
drogas apresenta uma eficacia ideal para o tratamento da ExP-NCC. O parasita
pode apresentar uma relacdo de evasdao da resposta inflamatéria com o
hospedeiro. A administragcdo de anti-parasitarios pode levar a uma resposta
inflamatdria aguda e determinar o surgimento de sintomas. Com isso, o estado
inflamatorio que se deve suprimir é causado pela propria terapia (Garcia et al.,
2004; Nash et al.,, 2011). O uso de corticoides como terapia para a
neuroinflamacdo na NCC, apesar de recomendado, pode contribuir com a
manutencao da viabilidade dos parasitas.

Como o tratamento da neurocisticercose por vezes se baseia na
administragao de corticoides por longos periodos, atualmente novos farmacos
que atuem na inflamacdo e que possam reduzir ou mesmo suspender a

utilizacdo de corticoides tém sido pesquisados visando diminuir os efeitos
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deletérios da utilizacdo desses farmacos em longo prazo. Alguns efeitos
adversos importantes como sindrome de Cushing, diabetes insulino-
dependente, glaucoma, necrose asséptica da cabegca do fémur e miopatias
podem ser citados quando corticoides sao administrados em longo prazo. A
terapia com metotrexato ja foi relatada em alguns protocolos de tratamento,
mostrando-se eficaz para ajudar a reduzir as doses de corticoide. Entretanto,
essa droga também pode apresentar efeitos adversos importantes, como
estomatite ulcerativa e leucopenia, que impossibilitam seu uso em alguns
pacientes (Anand et al., 2019; Mitre et al., 2007; Nash et al., 2011).

Os fatores imunoinflamatérios estao diretamente ligados a eficacia do
tratamento e podem ser um dos principais motivos para as diferencas
observadas no tratamento da neurocisticercose parenquimatosa e da extra-
parenquimatosa, ja que na P-NCC os cistos estdo presentes em um ambiente
repleto de células imunocompetentes e no caso da ExP-NCC os cistos estao
rodeados pelo liquido cefalorraquidiano (LCR), que em condi¢gbes normais, €
um fluido acelular (Toledo et al., 2018).

Outro fator que pode contribuir dificultando o tratamento e colaborando
com a manutencdo da ExP-NCC é o potencial de reparagao do parasita.
Toledo et al., 2025 realizaram um estudo que revisou os dados de 6 casos
tratados para ExP-NCC com sucesso, porém que apresentaram recidiva do
quadro com os cistos no mesmo local apds alguns meses (Figura 2). Esse
estudo observou nos exames de imagem uma evolugdo clara dos cistos
durante o acompanhamento e, nas avaliagdes dos cistos in vitro, observou uma

capacidade de reparo e crescimento nas paredes dos cistos rompidos.
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Figura 2. Imagem de RM mostrando presenga de cisto subaracnoide na apresentagao incial
evidenciado pela seta branca (a), imagem de RM apods tratamento (b) e imagem de RM apos
recidiva do cisto evidenciado pela seta branca (c). Fonte: Toledo et al., 2025

1.2 Tratamento da Neurocisticercose Extraparenquimatosa

A forma extraparenquimatosa da neurocisticercose, apesar de ser
menos comum, € a apresentagdo mais agressiva da doenga (Estanol; Corona;
Abad, 1986). Essa forma é caracterizada por cistos localizados em cavidades
liqudricas como a fissura lateral do cérebro, as cisternas da base do cranio, os
ventriculos e o espaco subaracnoide da convexidade e da medula espinhal
(Fleury et al., 2011).

Como os cistos estao localizados em cavidades liquéricas, estes podem
sofrer um fendmeno chamado degeneragdo hidrépica, que consiste na
absorcdo de liquor aumentando seu volume levando a compressao de
estruturas adjacentes. Essa degeneragao hidrépica possui importante papel na
transformacao do cisto da forma celulosa para a forma racemosa (Escobar,
1983).A forma racemosa, em geral, ndo possui escolices e os cistos podem se
aglomerar apresentando uma morfologia semelhante a cachos de uvas (Lerner
et al., 2012).

O tratamento da ExP-NCC é desafiador e deve ser realizado de forma
individual para cada paciente. O grande desafio na escolha do tratamento da

ExP-NCC se da pelo fato do baixo nivel de evidéncias apresentado pelo ultima
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diretriz (White et al., 2018). Tratamento sintomatico, uso de drogas anti-
parasitarias e cirurgia para remog¢ao dos cistos devem ser considerados a
depender da localizacdo e viabilidade do parasita, bem como dos sinais
clinicos apresentados pelo paciente (Carpio et al., 2018; Del Brutto, 2012).

As drogas antiparasitarias também compdéem o tratamento da
neurocisticercose com intuito de destruir o parasita. Essa destrui¢ao leva a uma
reacao inflamatéria causada pela detecgcdo de antigenos do parasita pelo
sistema imune do hospedeiro (Del Brutto; Garcia, 2013). No caso da ExP-NCC
as drogas anti-helminticas sdo menos eficazes, provavelmente devido ao fato
dos cistos estarem localizados em um meio acelular, o LCR, dificultando a
presenca de uma reacao inflamatéria eficaz para auxiliar na destruicdo do
parasita (Hamamoto Filho; Rodriguez-Rivas; Fleury, 2022).

O uso de albendazol isoladamente ou de albendazol associado ao
praziquantel é recomendado como tratamento de primeira escolha da
neurocisticercose extraparenquimatosa (White et al., 2018). Porém o
tratamento apenas com albendazol pode nao apresentar a eficiéncia desejada.
Nesse mesmo estudo, os autores também observaram que em 69% dos
pacientes os cistos permaneceram ativos apds o tratamento proposto.

Em um estudo realizado para avaliar os efeitos do uso do albendazol em
modelo experimental de neurocisticercose induzida em ratos n&o foram
observadas diferencas estatisticas em relacdo a hidrocefalia e aos padrbes
comportamentais em curto prazo apos o tratamento (Fogaroli et al., 2019).

Uma vez que os tratamentos recomendados a base de albendazol nao
apresentam os resultados desejados na eliminagcdo dos parasitas, novas

terapias estdo sendo propostas. ISAC et al. (2020) realizaram um estudo para
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testar o efeito in vitro da nitozoxanida (NTZ) no metabolismo energético da T.
crassiceps e observaram que a NTZ apresentou influéncia no ciclo do acido
tricarboxilico e no catabolismo proteico levando a alteragdo do tegumento do
cestddeo e a uma diminuigcdo da absorgdo de nutrientes (Ambrozio; Ferrer;
Zepeda-Rodriguez, 2017). Sendo assim, a nitozoxanida poderia ser
considerada como uma forma de tratamento antiparasitario para os casos de
neurocisticercose extraparenquimatosa (Isac et al., 2020).

O processo inflamatorio deve ser tratado de forma adequada, pois este
consiste no principal mecanismo patogénico da ExP-NCC (Hamamoto Filho;
Rodriguez-Rivas; Fleury, 2022). O uso de anti-inflamatorios esteroidais ajuda
no manejo de pacientes com encefalite, vasculite ou aracnoidite, além de
ajudar a combater a resposta inflamatéria exacerbada que ocorre apds a
destruicdo do parasita (Del Brutto; Garcia, 2013; Toledo et al., 2018).
Entretanto, os corticoides podem manter o parasita vivo devido a
imunossupressao causada pelo seu uso (Toledo et al., 2018). Como os
corticoides promovem varias alteragdes clinicas e podem ser prejudiciais ao
organismo pelo uso continuo e em altas doses, outras drogas que possibilitem
o controle da neuroinflamacdo sem tantos efeitos colaterais estdo sendo
avaliadas. Com base nesse pensamento alguns trabalhos tém mostrado certa
efetividade com o uso de Metotrexato como substituto dos corticoides no
tratamento da neurocisticercose (Anand et al., 2019; Mitre et al., 2007).

Nos casos em que o paciente apresentar hidrocefalia devido obstrugao
de pontos estreitos do fluxo de LCR ou efeitos de massa que comprimam

tecidos adjacentes com nervos cranianos, raizes nervosas ou a medula
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espinhal, o tratamento cirurgico deve ser considerado como forma primaria de

tratamento (Hamamoto Filho et al., 2024).

1.3 Neuroinflamacao e o Uso de Corticoides

A neuroinflamagado possui um papel importante na morte do parasita,
porém causa sintomas no paciente, levando a sérias complicagdes (Cardenas
et al., 2014).

Provavelmente o sistema imunolégico do hospedeiro reconhece o
parasita de forma precoce no espago extraparenquimatoso, mas a resposta
imunologica sera menos eficaz devido a pouca quantidade de células no
espaco liqudrico (Cardenas et al., 2014; Carpio et al., 2018). Partindo do fato
que as camadas mais externas do tegumento dos cistos possuem antigenos
diferentes das camadas mais internas, a reagdo imunoldgica inicial sera
diferente da reacédo tardia. Sendo assim, o parasita utiliza essa diferenca nas
respostas imunolégicas como mecanismo de evasdo a resposta imune do
hospedeiro. Apds a morte dos cistos, o hospedeiro pode apresentar diversos
tipos de sinais clinicos, iniciados pelas reagdes inflamatérias causadas pelas
liberagbes dessas fragbes antigénicas (Kelesidis; Tsiodras, 2012).Células do
SNC, entre elas a microglia, os astrécitos e os neurbnios podem sintetizar e
secretar citocinas que vao desempenhar um papel importante na resposta a
varias formas de lesdo do SNC (Saliba; Henrot, 2001; Williams et al., 1996).
Devido a inflamagéo causada pelo parasita, a microglia ativada e os linfocitos
que ultrapassaram a barreira hemato-encefalica, alterada pelo processo
inflamatdrio, irdo produzir citocinas pré inflamatérias como IL-1[3, IL-5, IL-6 e

TNF-a, além de citocinas regulatérias como IL-10 e TGF- (Fleury et al., 2011).
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Um estudo mostrou que IL-1B, IL-5 e IL-10 s&o as citocinas que apresentam
aumento em seus valores no liquido cerebroespinhal de pacientes humanos
com P-NCC ativa (Rodrigues Jr. et al., 2000). No LCE em pacientes
acometidos com neurocisticercose subaracnoide, citocinas como IL-10, INF-v e
IL-8 também apresentaram aumento na doencga ativa (Harrison et al., 2021).

Meningite (Cardenas et al., 2010), vasculite com acidente vascular
cerebral (Figura 3a) (Barinagarrementeria; Cantu, 1998), lesbes em nervos
cranianos e espinais (Bazan et al.,, 2016) e aracnoidite reacional (Figura 3b)
com desenvolvimento de hidrocefalia (Figura 3c) (Figueroa; Davis; Magalhaes,
2011; Fleury et al., 2011; Hamamoto Filho et al., 2021) s&o exemplos de
alteragdes promovidas pelas reagdes inflamatérias geradas pela destruicao dos
cistos.

Atualmente o uso de corticoides € realizado para controle da
neuroinflamacdo em alivio dos sinais. Entretanto, € importante enfatizar que
essa utilizagdo pode ser vantajosa para o parasita visto que os corticoides
podem causar imunossupressao no hospedeiro e inibir a atividade de citocinas
com IL-1B, IL-2, IL-6, IL-12, IFN-y e TNF-a (Prodjinotho et al., 2020; Toledo et
al., 2018). Além disso, os corticoides estimulam a produgédo de TGF-f e isso
estimula o crescimento e melhora a taxa de sobrevivéncia do cisticerco (Adalid-
Peralta et al., 2017). Em um estudo in vitro, a capacidade reprodutiva da
Taenia crassiceps apresentou melhora quando utilizado corticoide, pois essa
droga aumentou a capacidade do parasita de sintetizar androgenos e
estrogénio, sendo outro efeito direto adicionado aos corticosteroides que pode

influenciar na resisténcia ao tratamento (Romano et al., 2015).

31



Nos casos em que a neuroinflamagao € persistente ou recorrente, o
metotrexato pode ser um farmaco alternativo para o tratamento desses
pacientes. Porém uma desvantagem do uso desse farmaco é o inicio da agéo

lento (Keiser; Nash, 2003; Mitre et al., 2007) e a auséncia de evidéncias

clinicas suficientes para embasar seu uso.

Figura 3. Alteragdes promovidas pela reagao inflamatéria na neurocisticercose como acidente
vascular cerebral (a), aracnoidite (b) e desenvolvimento de hidrocefalia (c). Fontes:
Barinagarrementeria & Cantu (1998) (a); Hamamoto Filho et al., (2021) (b) e Fleury et al.,
(2011) (c).

1.4 Expressao Génica na Inflamacgao

Todos os seres vivos dependem da habilidade do préprio organismo em
reagir a diversos estimulos nocivos, como infec¢gdes por microrganismos,
situagbes ambientais adversas e danos nos tecidos. Essas reagdes sao
acionadas por mecanismos imunologicos que tém como funcgdo identificar e
eliminar agentes patologicos, além de promover o reparo de tecidos
lesionados. A eficiéncia da resposta imune acontece por meio da ativacdo de
vias de sinalizagdo que alteram a expressdo de determinados genes
responsaveis por combater os efeitos nocivos.

Quando um organismo com sistema imunologico inato funcional
encontra microrganismos invasores ou sofre uma les&o, a inflamagéo se instala
rapidamente. A inflamagao aguda é vista como a primeira defesa do organismo

e parte integrante da imunidade inata. Esse processo desencadeia a ativagao
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de genes que desempenham fungbes bioldgicas variadas, desde acgodes
antimicrobianas até o preparo do organismo para desenvolver imunidade
adquirida. Alguns produtos resultantes desses genes, como peptideos
antimicrobianos, combatem diretamente os patégenos, enquanto outros, como
citocinas e quimiocinas, ativam o sistema imunolégico direcionando células de
defesa para o foco da infeccdo e ao iniciar o processo de reparo dos tecidos
danificados (Ahmed; Williams; Hannigan, 2015; Medzhitov, 2010).

Cada gene esta relacionado a uma fungao especifica no organismo. A
fibronectina (Fn1) € um gene que esta relacionado com a formagao de matriz
extracelular (Schwarzbauer, 1991) enquanto as metaloproteinases 2 e 9 (Mmp2
e Mmp9) séo genes ligados ao remodelamento de matriz extracelular (Allan et
al., 1995). O Tgfb2 € um gene que atua na regulagao do sistema imunoldgico
influenciando a diferenciacao de células T e modulando a resposta inflamatoria
(Li et al., 2006). O gene Slamf5 atua na producgéo linfocitica e na regulagéo da
producao de interleucinas (Cuenca et al., 2019). Ja o /If2 atua na ativagao e
proliferagdo de células T (Zhao et al., 2005) e o gene Rorc na diferenciagao das
células T auxiliares Th17 (Castro et al., 2017). O Runx3 influencia a produgao

de citocinas e na expressao de linfécitos T CD8* (Liu et al., 2014).

1.5 Taenia crassiceps e Seu Uso em Modelos Experimentais

A Taenia crassiceps € um parasita de raposas, lobos e cdes. Os
cisticercos de T. crassiceps podem infectar de forma natural roedores
selvagens e sao encontrados nos tecidos subcutaneos e cavidade peritoneal e
pleural desses hospedeiros intermediarios. Este parasita apresenta uma alta

taxa de reprodugcdo assexuada por gemulacdo e seus cisticercos podem ser
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removidos de roedores e mantidos na cavidade peritoneal de camundongos por
longos periodos (Willms; Zurabian, 2010).

Esse parasita € um cestodo similar a Taenia solium que pode ser
utilizado em modelos experimentais, porém com uma possivel limitacdo para
essa finalidade: esta ténia pode causar uma distorcdo do tecido nervoso
(Alvarez et al., 2010).

Apo6s inoculacdo da T. crassiceps no parénquima cerebral de
camundongos, Matos-Silva et al. (2012) observaram a presenca de diferentes
padrdes de inflamagédo de acordo com a linhagem dos animais e, mesmo sem
ser o foco do estudo, os autores relataram a ocorréncia de ventriculomegalia
em alguns desses animais.

Ja Hamamoto Filho et al. (2015) utilizou cistos de Taenia crassiceps
para o desenvolvimento de um modelo experimental de hidrocefalia causada
por neurocisticercose visando estudar a forma extraparenquimatosa da doenca
buscando uma melhor compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos dessa
apresentacao clinica complexa. Este estudo concluiu que a inoculagdo via
cisterna magna em ratos induz hidrocefalia de forma lenta e progressiva e que
essa hidrocefalia aparenta ser causada pela combinagcdo de uma obstrugcao

mecanica e do processo inflamatério.

1.6 Citarabina

A citarabina (CTB) €& um nucleosideo isolado de uma esponja
denominada Cryptothethya crypta. Esse farmaco antineoplasico com
propriedades imunossupressoras tem sido utilizado atualmente na medicina

veterinaria para tratamento adjuvante de uma doenca inflamatéria do SNC
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denominada meningoencefalite granulomatosa (MEG). A meningoencefalite
granulomatosa € definida como uma doencga inflamatéria idiopatica do SNC de
caes e, apesar da causa subjacente da doenga ainda nao ser bem esclarecida,
acredita-se que a MEG represente uma afecgdo autoimune ligada a uma
reacao de hipersensibilidade tardia mediada por células-T (Dewey; Da Costa,
2016). Apesar de pouco descrito na literatura, estudos mostram uma melhora
na sobrevida de caes com MEG quando o tratamento foi realizado por meio da
associagao da prednisona com a citarabina (Menaut et al., 2008; Zarfoss et al.,
2006). Em outro estudo que utilizou esse farmaco no tratamento da MEG, o
autor também obteve bons resultados em um protocolo com associagdo de
prednisona com infusdo continua intravenosa de citarabina nas primeiras 24
horas, seguido pelo protocolo tradicional por via subcutanea (Lowrie et al.,
2016).

A hipbtese proposta pelo presente trabalho € que a associacdo de
albendazol e praziquantel sera eficiente em eliminar os cistos de Taenia
crassiceps e que os agentes imunossupressores auxiliardo na redugao da

neuroinflamacao causada pela presenca dos cistos.
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2, JUSTIFICATIVA:

Atualmente o tratamento da ExP-NCC é realizado por meio do uso
drogas anti-helminticas na tentativa da eliminacdo dos cistos e no uso de
corticoides para controle da neuroinflamagdo. Como o controle da
neuroinflamacdo associado ao uso dos corticoides parece favorecer a
manutengado do parasita (Adalid-Peralta et al., 2017; Toledo et al., 2018), uma
busca por novos medicamentos que possam controlar o processo inflamatorio
sem prejudicar o tratamento tem sido cada vez mais necessaria.

O presente trabalho se justifica pela necessidade de procurar

alternativas pré-clinicas para o controle da inflamagcao da NCC.
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3. OBJETIVOS

Comparar os efeitos do tratamento da neurocisticercose
extraparenquimatosa experimental em ratos com a utilizacdo de dois
antiparasitarios (albendazol e praziquantel) quando utilizados de forma isolada

de tratamento ou em associagao com dois agentes imunossupressores.
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4. METODOS

Os animais foram manuseados de acordo com protocolos éticos e com a
legislacdo vigente apos andlise e aprovacédo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA 1377/2021). Eventuais perdas de animais que prejudicassem o
tamanho amostral seriam repostas com novos animais.

Foram utilizados 44 ratos Wistar (Rattus novergicus) adultos, machos,
pesando entre 100 e 150 g, provenientes do biotério central da UNESP-
Campus de Botucatu. Os animais foram mantidos em condicdes sanitarias
adequadas em local com temperatura controlada (21 °C) e com controle de luz
(ciclos de 12 horas). Comida e agua foram fornecidas ad libitum. Para
enriquecimento ambiental das gaiolas, foram colocados fragmentos de

papelao.

4.1. Calculo do Tamanho Amostral

Com base no estudo de HAMAMOTO FILHO et al., (2015), ha a
necessidade de pelo menos 5 animais em cada grupo experimental para ser
possivel observar diferencas estatisticas. Levando em consideragdo uma perda
de 33% dos animais apos a inoculacdo dos cistos e uma taxa de sucesso de
70% na inoculagéo, para cada grupo experimental, foram utilizados 44 animais.
Esses valores de tamanho amostral sdo estimados assumindo uma
amostragem aleat6ria simples, erros tipo | e tipo Il iguais a 0,05 e 0,20,
respectivamente, volume dos ventriculos normalmente distribuidos com média
ao redor de 60 mm?® + 20 e auséncia de fatores confundidores em potencial,

igualmente distribuidos pela randomizacgao.
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4.2. Indugao da Neurocisticercose

Foram utilizados para indugdo da neurocisticercose, cistos de Taenia
crassiceps (cepa ORF), provenientes da cavidade peritoneal de camundongos
do biotério da UNIPEX (protocolo de manutencdo de metacestodos de Taenia
crassiceps em camundongos — certificado CEUA n° 1255/2017). Os cistos
foram retirados de forma asséptica e selecionados de acordo com sua
viabilidade (Figura 4).

Os animais foram submetidos a anestesia geral por meio de injecao
intraperitoneal de ketamina (87 mg/kg) e xilazina (13 mg/kg) e a inoculagéao de
50 cistos viaveis de T. crassiceps em 0,02 ml de soro fisioldgico, realizada via
cisterna magna, por pungao suboccipital com agulha 24 G apés incisao de pele
de 1cm na transigao occipitocervical. Apds o procedimento, foi realizada sutura
de pele com fio de nylon 4-0 e administragédo de dipirona em dose Unica via

intraperitoneal (dose de 150 mg/kg).

Figura 4. Cistos de Taenia crassiceps na cavidade da cavidade peritoneal de camundongo (a).

Cistos depositados em placa de Petri para sele¢do de cistos viaveis (b).
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4.3. Avaliagao Radiolégica e Grupos Experimentais

Trés meses apods a inoculacdo dos cistos, os animais foram
encaminhados para exame de ressonancia magnética (RM) para confirmacgao
do desenvolvimento da doenga. A ressonancia magnética foi realizada na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, campus de
Botucatu, em aparelho Esaote -modelo vet MR grande, de 0,25 T. Foram
adquiridas imagens de 0,6 mm de espessura de corte na sequéncia eco
gradiente 3D Hyce (tempo eco5ms e tempo repeticdo 10 ms) e os animais
foram considerados doentes quando o volume ventricular foi superior a 5 mm?3
(Figura 5). Todos os animais foram submetidos a anestesia geral por meio de
injecdo intraperitoneal de ketamina (87 mg/kg) e xilazina (13 mg/kg)

previamente ao exame.

Figura 5. Imagens de RM em corte coronal (a), em corte axial (b) e em corte sagital (c) de um
animal incluido no estudo que apresentou volume ventricular maior que 5mm3.

Os animais que ao exame de RM nao apresentaram a doenca foram
excluidos do trabalho e submetidos a eutanasia por overdose de tiopental (120
mg/kg por via intraperitoneal. Os animais que apresentaram a doenga foram
distribuidos de forma randomizada em quatro grupos: 1. Sem
tratamento/controle (CTRL); 2. Tratamento com albendazol e praziquantel (ALB
+ PZQ); 3. Tratamento com albendazol, praziquantel e dexametasona (TTO +

DEXA); 4. Tratamento com albendazol, praziquantel e citarabina (TTO + CTB).
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Para os grupos que receberam tratamento, o albendazol foi realizado na
dose de 15 mg/kg/dia, por duas semanas via gavagem. Para isso foi utilizada
suspensao oral do farmaco na concentragcdo de 40 mg/ml. O praziquantel foi
realizado na dose de 50 mg/kg/dia, por duas semanas via subcuténea, sendo
utilizado farmaco em frasco-ampola na concentragdo de 55mg/ml. Para o grupo
3, além do albendazol e do praziquantel, foi administrada dexametasona na
concentragao de 0,1 mg/ml, na dose de 1ml em dias alternados. Para o grupo
4, antes de se definir a dose da citarabina, foi realizado um estudo piloto que
constatou que a dose de 50 mg/m? recomendada pela literatura para
tratamento de MEG em caes, apresentava uma taxa de mortalidade alta devido
a complicacdes do tratamento, o que nao foi observado nos animais tratados
com a dose de 25 mg/m2 Sendo assim, associado ao albendazol e ao
praziquantel, foi administrado citarabina na dose de 25 mg/m? por via
subcutanea a cada 12 horas em dois dias consecutivos. Para isso foi utilizada
solugao injetavel em concentracdo de 100 mg/ml. A citarabina foi diluida na
dose de 2:1 em solugao fisiolégica 0,9% para evitar irritagdo tecidual e o
pesquisador responsavel pelas aplicacdes utilizou todos os EPIs necessarios.
Os tratamentos foram realizados por duas semanas.

Um més apds o término dos tratamentos, os animais foram submetidos
anova ressonancia logo apos foram eutanasiados por meio de overdose de
tiopental (120 mg/kg por via intraperitoneal) para retirada e analise histologica
do encéfalo.

A quantificagdo do grau de hidrocefalia foi realizada através de estudo
volumétrico utilizando o software livre ITK-SNAP (versdo 3.0.0) conforme

apresentado na figura 6 (Yushkevich et al., 2006). Foram considerados
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hidrocefalicos os animais cujo volume ventricular fosse superior a 5 mm?

(Harris; Jones; Williams, 1992).
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Figura 6. Imagem do software ITK snap usado para a determinagdo do volume ventricular para
quantificar o grau de hidrocefalia de um animal incluido no estudo.

as notificagbes *

4.4. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os hemisférios cerebrais e o plasma sanguineo foram utilizados para
determinagdo das citocinas. As amostras dos hemisférios cerebrais esquerdos,
obtidos de cada animal foram pesadas e homogeneizadas com solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS), em uma proporgédo de 1:9 (tecido:PBS). O
homogenato foi centrifugado a 5000 g por 5 minutos em temperatura de 4°C. O
sobrenadante obtido foi armazenado em aliquotas para o estudo. A
identificacdo das citocinas no sobrenadante do homogenato das amostras de
tecido cerebral foi realizada por ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando-se
kits comerciais contendo todos os reagentes e microplaca Elabscience®
(Elabscience Bionovation Inc., Texas, EUA), de acordo com as recomendacdes

do fabricante.
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As citocinas IL-6, IL-10, TGF-B e IFN-y foram quantificadas no
homogenato de tecido cerebral e no plasma sanguineo através de método
ELISA sanduiche. Para maior confiabilidade dos resultados, o ensaio foi
realizado em duplicata no tecido cerebral. No plasma, utilizou-se monoplicata.

As amostras de 100 yL de homogenato de tecido cerebral e 100 pL de
plasma sanguineo foram pipetadas em orificios de microplacas de 96 pogos.
Para realizacdo da curva de calibracdo, 100 uL das citocinas recombinantes
(Elabscience®) foram adicionados aos orificios das placas, em duplicata. A
microplaca foi incubada por 90 minutos, em estufa a 37 °C. Em seguida, a
placa foi vertida para a retirada do liquido. Apds a secagem da placa foram
adicionados 100 pyL do anticorpo especifico para cada citocina, marcado com
biotina e a placa incubada, novamente a 37 °C por 60 minutos. Apds o periodo
de incubacéo, a placa foi lavada trés vezes em lavadora automatica com 350
ML de Wash Buffer comercial em cada pogo (Concentrated Wash Buffer (25x) —
30 mL diluido em 720 mL de agua destilada - Elabscience®). Apés secagem
foram adicionados 100 pL de estreptoavidina conjugada com peroxidase (HRP
Conjugate - Elabscience®), na concentragdo de [1:99] por 30 min a 37 °C,
seguido por cinco lavagens da placa na lavadora automatica. Apos esse
periodo, foram adicionados 90 pL do substrato enzimatico, constituido por
solugdes estabilizadoras de perdxido de hidrogénio e de tetrametilbenzidina
(Substratereagent — Elabscience®) e incubado por 15 minutos a 37°C. A
reacao foi bloqueada pela adigao de 50 yL de acido sulfurico 2M (Stop solution
— Elabscience®). A leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA (Biotek

Synergy HT Microplatereader) com comprimento de onda de 450 nm.
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As concentragbes das citocinas, presentes nos homogenatos, foram
calculadas a partir das curvas-padrao realizadas. Nos ensaios, as
concentragdes das citocinas, expressas em picogramas por mililitro (pg/mL),
foram baseadas nos padroes fornecidos pelo kit comercial e utilizadas para a
realizagcao das curvas-padrao, de acordo com as recomendacdes do fabricante

(Elabscience®).

4.5. PCR quantitativo (qPCR) em Tempo Real

A extracdo de RNA de encéfalo foi realizada utilizando o RNeasy Mini Kit
(Qiagen). Posteriormente, o RNA isolado foi convertido em cDNA com o kit
High Capacity RNA-to-cDNA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA),
seguindo as especificagbes do fabricante. As condigdes da reagao incluiram:
RT Buffer 1x, mistura de dNTPs 4mM, Random Primer 1x, MultiScribe™ 25U,
RNaselnhibitor 10U, em volume final de 20 pL.

Em seguida, cada cDNA foi amplificado por PCR em tempo real (qPCR)
utilizando o equipamento StepOnePlus™ System (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Inc). Cada reacdo de gPCR continha 5 pL de
PowerUpSYBR™ Green Master Mix (2X) (ThermoFisher), 0,6 yL de cada
primer (10 uM), 4 uL de cDNA e agua suficiente para completar 20 uL. As
condig¢des de termociclagem foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 2 minutos e
40 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 61 °C por 15 segundos e por fim, 72 °C
por 1 minuto. Apds a amplificagdo, uma analise da curva de fusao (melting) foi
realizada para confirmar a especificidade do ensaio.

A normalizacdo da concentracdo do RNA foi garantida pelo uso dos

genes endoégenos Gapdh e B-actina (Actb) como controles de referéncia. Todas
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as amostras foram analisadas em triplicata, e a quantificacao relativa (RQ) foi

calculada pelo método comparativo de Cq (2-AACq) (Livak; Schmittgen, 2001).

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados no estudo estédo listados

na tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na PCR em Tempo Real

Amplicon
Gene Forward (5' - 3') Reverse (5' - 3’) (bp)’ Referéncias
Collal TGACTGGAAGAGCGGAGAGT GATAGCGACATCGGCAGGAT 250 SUGIYAMA et al., 2021
Cxcl2 TCCTCAATGCTGTACTGGTCC ATGTTCTTCCTTCCCAGGTC 299 LIU et al., 2022
Gapdh TCAAGAAGGTGGTGAAGCAG AGGTGGAAGAATGGGAGTTG 111 ALMAGHRABI, 2023
Fibronectin CTCGCTTTGACTTCACCACCA TCTCCTTCCTCGCTCAGTTCGTACT 202 ALMAGHRABI, 2023
1If2 (NF45) GCCCGCTGGTTTGAAGAAAA AGGTCAAGGATCCAGGGTGT 119 UNTERGASSER et al., 2012*
Mmp2 GCCCAGAGACTGCTATGTCC GCTGGTGCAGCTCTCATACT 101 HUANG et al., 2023
Mmp9 GGTCCCCCTACTGCTGGTCCT CGAGAACTTCCAATACCGACC 147 YANG et al., 2023
Rorc GCTGCAAAGAAGACCCACAC GTGCAGGAGTAGGCCACATT 155 UNTERGASSER et al., 2012*
Runx3 GCAACGCTTCCGCTGTCA GGCTTTGGTCTGGTCCTCTATC 215 Ll et al., 2019
Tgfb2 TGCTGTACCTTCATACCGTCT GGCAACAACATTAGCAGGAGA 179 ZHANG et al., 2022
Slamf5 (CD84) TTCTGACTCCGTCACTGTGC CCAGGACAATCCTACCTCTCC 167 UNTERGASSER et al., 2012*
Actb CACGGCATTGTCACCAACTG AACACAGCCTGGATGGCTAC 203 MOHAMMAD MALYAR et al., 2019

bp = base pair; *primers projetados no software online Primer3 (https://www.primer3plus.com/).

4.6. Analise estatistica

Para determinar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilk. O teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparagdo de grupos
independentes com dados nao paramétricos. Para variaveis com distribuicao
normal, foi realizado o teste ANOVA uma via para comparagdo dos grupos.
Diferencas foram consideradas significantes com p < 0,05. Para as analises, foi

utilizado o software SPSS v. 24.0.
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4.7. Linha do Tempo do Delineamento Experimental

Inoculacdo

3 meses

Sem Hidrocefalia Hidrocefalia

Divisdo nos Grupos
Eutanasia e

Tratamento
15 dias

Intervalo

30 dias

Ressonancia
Magnética e
Eutanasia

Analise Volumétrica

Processamente do Encéfalo
para analises
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5. RESULTADOS

Dos 44 animais inoculados com os cisticercos, 24 apresentaram
hidrocefalia apds a primeira ressonancia magnética o que corresponde a uma
taxa de aproximadamente 54% de sucesso na inoculagdo e desenvolvimento
da doenca no modelo experimental. Esses 24 animais foram distribuidos de
forma aleatdria entre os grupos de tratamento, sendo alocados seis animais em
cada grupo. Durante a fase de tratamento, outros cinco animais morreram,
sendo 1 do grupo controle, 2 do grupo ALB + PZQ, 1 do grupo antiparasitarios
+ dexametasona e 1 do grupo antiparasitarios + citarabina.

Apods os 15 dias de tratamento e mais 30 dias de intervalo, os 19 animais
restantes foram submetidos a segunda ressonancia magnética e eutanasiados

em seguida para remogao do encéfalo.

5.1. Avaliagao Radioldgica

Vinte e quatro animais que foram submetidos a primeira ressonancia
magnética apresentaram aumento ventricular e foram incluidos no trabalho.
Durante a realizacédo dos tratamentos 5 animais morreram e, portanto, apenas
19 animais realizaram a segunda ressonéancia. A figura 3 mostra o aumento
ventricular presente na primeira e na segunda ressonancia de dois animais
incluidos no estudo. Apés a realizagdo da segunda RM, foram calculados os
volumes ventriculares pré e pos-tratamento, bem como a diferenga entre eles.
No grupo controle a média pré-tratamento foi de 356,42 mm? + 103,13 (258,10
— 520,40) e no poés-tratamento a média foi de 866,92 mm? £ 154,97 (711,60 —
1090,00). No grupo tratamento albendazol + praziquantel a meédia pré-

tratamento foi de 337,65 mm?® £ 136,20 (216,80 — 523,40) e no pos-tratamento
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de 704,65 mm?* £ 313,13 (356,80 — 1078,00). Para o grupo tratado com os
antiparasitarios associados a dexametasona a média pré-tratamento foi de
294,34 mm?* + 111,86 (146,80 — 459,10) e no pds-tratamento de 885,20 mm? +
248,32 (487,10 — 1136,00). No grupo antiparasitarios + citarabina a meédia preé-
tratamento foi de 406,12 mm?® + 191,92 (103,30 — 590,50) e a média pos-
tratamento foi de 627,56 mm*® + 317,07 (248,70 — 1035,00). Nao foram
observadas diferencas estatisticas quando comparadas as médias dos grupos
no pré-tratamento (p=0,584), no péds-tratamento (p=0,449) ou quando
comparadas as diferengas das médias entre pré e poés-tratamento (p=0,134).
As figuras 4, 5 e 6 mostram a média e o desvio padrdo em cada grupo de
tratamento nos momentos pré, poés e diferenca entre pré e poés

respectivamente.

Figura 7. Imagem de ressonancia magnética pré e pos-tratamento de dois animais. Pré-
tratamento (A) e pds-tratamento (B) do rato 16. Pré-tratamento (C) e pos-tratamento (D) do rato
17.
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Figura 8. Comparagdo das médias dos volumes ventriculares entre os grupos experimentais
antes do tratamento. O valor da média de volume ventricular foi ligeiramente maior no grupo
TTO + CTB, porém nao houve diferenga estatistica entre os grupos quando utilizado o teste
Kruskal-Wallis. p=0,584
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Figura 9. Comparagdo das médias dos volumes ventriculares entre os grupos experimentais
apos o tratamento. O valor da média de volume ventricular do grupo CTRL e do grupo TTO +
DEXA foram mais préximos quando comparados com os outros dois grupos e apresentaram
valores ligeiramente maiores, porém nao houve diferenga estatistica entre os grupos quando
utilizado o teste Kruskal-Wallis. p=0,449
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Figura 10. Comparagdo das médias entre a diferengca pré e pds-tratamento dos grupos
experimentais. O valor da média da variagdo de volume ventricular do grupo CTRL e do grupo
TTO + DEXA foram mais proximos quando comparados com os outros dois grupos e
apresentaram valores ligeiramente maiores, porém nao houve diferenca estatistica entre os
grupos quando utilizado o teste Kruskal-Wallis. p=0,134

5.2. Avaliagao dos Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)

Quando analisado o tecido cerebral, o grupo de animais tratados com os
dois antiparasitarios e dexametasona foi o grupo com menores valores de IFN-
Y, IL-10 e IL-6, com valores estatisticamente significativos na comparacéo de
IL-6 entre os grupos com dexametasona e com citarabina (Figura 7). Ja o
grupo tratado apenas com antiparasitarios (albendazol e praziquantel) foi o
grupo com maiores valores de IFN-y, IL-10 e IL-6. Os niveis de TGF-f tiveram

padrao diferente em relacéo as outras trés citocinas.
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Figura 11. Quantificacdo de IL-6 em tecido cerebral. Os grupos Controle e Antiparasitarios +
Dexametasona apresentaram os menores valores. ANOVA forneceu p=0,023 para
Antiparasitarios + Dexametasona VS Antiparasitarios + Citarabina.
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Figura 12. Quantificagdo de IL-10 em tecido cerebral. Os grupos Controle e Antiparasitarios +
Dexametasona apresentaram os menores valores. Nado houve diferenca estatistica entre os
grupos pelo teste ANOVA.
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Figura 13. Quantificacdo de INF-y em tecido cerebral. Os grupos Controle e Antiparasitarios +
Dexametasona apresentaram os menores valores. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos pelo teste ANOVA p=0,133.
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Figura 14. Quantificagcdo de TGF- em tecido cerebral. Os grupos Controle e Antiparasitarios +
Citarabina apresentaram os menores valores. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos
pelo teste ANOVA p=0,324.

No caso das citocinas do plasma sanguineo, o grupo controle foi o grupo
com menores valores de IL-6, IL-10 e IFN-y. Em relacdo a IL-10 e INF-y o
grupo tratado com antiparasitarios apresentou os maiores valores assim como
no tecido cerebral, e o grupo tratado com antiparasitarios e citarabina
evidenciou um maior valor de IL-6. No plasma sanguineo, o TGF-3 teve um
maior valor no grupo tratado apenas com antiparasitarios e menor valor no
grupo tratado com antiparasitarios e dexametasona. Nao houve diferencas

estatisticas significativas entre as citocinas dos grupos experimentais quando

analisado o plasma sanguineo.
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Figura 15. Quantificagdo de IL-6 no plasma sanguineo. O grupo controle apresentou o menor
valor. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos pelo teste Kruskal-Wallis p=0,449.
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Figura 16. Quantificagcdo de IL-10 no plasma sanguineo. O grupo controle e o grupo

Antiparasitarios + Citarabina apresentaram os menores valores. Nao houve diferenga
estatistica entre os grupos pelo teste Kruskal-Wallis p=0,130.
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Figura 17. Quantificacdo de INF-y em tecido cerebral. Os grupos Controle e Antiparasitarios +

Dexametasona apresentaram os menores valores. Nado houve diferenca estatistica entre os
grupos pelo teste Kruskal-Wallis p=0,232.

TGF-b Plasma
1.5=

104 —|— =

0.5=

paimi

ﬂ.ﬂ- ] L]
& Qo

# AP
i b
& & &

Figura 18. Quantificacdo de TGF-B no plasma sanguineo. Os grupos Controle e
Antiparasitarios + Dexametasona apresentaram os menores valores. Ndo houve diferenga
estatistica entre os grupos pelo teste ANOVA p=0,737.
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5.3. Avaliagdo dos PCR quantitativos (qPCR) em tempo real

A analise de expressao relativa dos ncRNAs foi realizada pela
metodologia de RT-qPCR. Esta analise comparou os grupos: grupo controle
(CTRL), utilizado como referéncia de normalidade, e os grupos antiparasitarios
(ALB + PZQ), antiparasitarios + dexametasona (TTO + DEXA) e
antiparasitarios + citarabina (TTO + CTB).

Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 15.
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Figura 19. Quantificacao da expressao génica de Fn1, Mmp2, Mmp9, Tgb2, Slamf5, lIf2, Rorc e
Runx3 em cada grupo experimental. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos pelo teste
de Kruskal-Wallis.

Nado foram observadas diferengas significativas na expressdo dos

NcRNA entre os grupos avaliados em nosso estudo.
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6. DISCUSSAO

O uso de cepas de Taenia crassiceps e ratos como modelo experimental
para estudo da neurocisticercose e para a reproduc¢ao da doenga ja se mostrou
eficiente (Hamamoto Filho et al., 2015; Willms; Zurabian, 2010). Tendo isso em
vista, varios estudos utilizando esse modelo experimental tém sido realizados
buscando se compreender melhor a doenga e também encontrar novos
farmacos que tragam beneficios aos pacientes, melhorando os tratamentos
(Fogaroli et al., 2019; Generoso et al., 2024; Hamamoto Filho et al., 2019;
Milhomem et al., 2018; Oliveira et al., 2024; Sampaio et al., 2020).

O tratamento preconizado para neurocisticercose € realizado com
drogas antiparasitarias como o albendazol e o praziquantel, associados ao uso
de corticosteroides para controlar a neuroinflamacdo e prevenir possiveis
complicagdes decorrentes desse processo inflamatério (Nash et al.,, 2011;
Toledo et al.,, 2018; White et al., 2018). No entanto, na neurocisticercose
extraparenquimatosa, uma parte consideravel dos pacientes nao responde de
forma satisfatéria ao tratamento antiparasitario sendo necessaria a realizacao
de diversos ciclos para eliminar os cistos (Marcin Sierra et al., 2017; Osorio et
al.,, 2019; Toledo et al., 2025). Outro fator importante no tratamento é a
utilizacdo de corticoides para o controle da neuroinflamagao. O uso desses
medicamentos, apesar de benéfico para o controle inflamatdrio, pode ter uma
influéncia direta na sobrevivéncia do parasita e no aumento da eficiéncia
reprodutiva da Taenia crassiceps, utilizada para estudos em modelo
experimental (Adalid-Peralta et al., 2017; Romano et al., 2015).

Estudos dos perfis de citocinas presentes na neurocisticercose, bem

como estudos sobre novas formas de tratamento da neuroinflamacao que nao
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influenciem na eficacia dos anti-helminticos tém sido realizados tanto em
modelos experimentais como em pacientes humanos, visando melhorar a
terapéutica da doenga (Ambrozio; Ferrer; Zepeda-Rodriguez, 2017; Anand et
al., 2019; Mehta et al., 2025; Milhomem et al., 2018).

Um estudo realizado por MILHOMEM et al. (2018) demonstrou um
aumento das citocinas IL-4 e IL-10 no tecido cerebral dos animais infectados
com T. crassiceps quando comparados com o grupo controle. O mesmo estudo
nao observou diferenga entre os grupos quando avaliado INF-y. Ja o trabalho
de MEHTA et al.(2025), observou em pacientes humanos infectados por Taenia
solium e responsivos ao tratamento com anti-helminticos valores menores de
IL-6 e IL-10 antes do tratamento (TO) quando comparado ao pds tratamento
(T1). Assim como o estudo de MILHOMEM et al. (2018) no modelo
experimental, o trabalho de MEHTA et al. (2025) também nao observou
diferenga entre os grupos avaliados quando comparados INF-y e TNF-a. O
nosso estudo, realizado em modelo experimental, evidenciou um aumento das
citocinas IL-6 e IL-10 no grupo tratado apenas com antiparasitarios o que
corrobora com os resultados obtidos pelos trabalhos anteriormente citados
tanto com modelos experimentais, dispostos na figura 19 (Milhomem et al.,
2018), quanto em estudos com seres humanos, dispostos na figura 20 (Mehta
et al., 2025), e reforcam as informagdes descritas na literatura humana que
referem uma piora da neuroinflamagdo e um aumento de algumas citocinas

inflamatdrias apos morte dos cistos (Cardenas et al., 2014; Carpio et al., 2018).
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Figura 20. Comparativo entre os perfis de citocinas avaliadas por Milhomem e colaboradores
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A utilizacdo dos corticoides como forma de tratamento da inflamagao

leva a uma inibicdo de citocinas, dentre elas a IL-6 (Prodjinotho et al., 2020).

Nosso estudo observou um padrdao semelhante de reducédo de citocinas no
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grupo tratado com antiparasitarios associados a dexametasona, principalmente
relacionado a IL-6, corroborando com o trabalho de PRODJINOTHO et al.
(2020). A citarabina, que foi utilizada em nosso trabalho para tentar conter a
neuroinflamacéao, ndo apresentou uma reducgéao significativa das citocinas. Além
disso, esse farmaco apesar de ndo apresentar diferenca estatistica com o
grupo controle nem com o grupo tratado apenas com anti-helminticos,
apresentou valores mais elevados de citocinas in situ, que se aproximavam
mais do grupo ALB + PZQ. Esses achados evidenciam que dentro dos
tratamentos avaliados no nosso estudo, a dexametasona foi o melhor farmaco
para controle da inflamacéo. Entretanto, o grupo tratado com antiparasitarios
associados a dexametasona também apresentou os maiores valores de TGF-j3,
0 que sugere no nosso modelo experimental que o cisto pode ter sido
beneficiado por esse medicamento, perpetuando a infecgao.

Apesar de a citarabina ndo ter se mostrado efetiva em reduzir as
citocinas inflamatérias no presente estudo, deve-se ressaltar que a dose
utilizada em nosso modelo experimental (25 mg/m?) foi menor do que a
indicada na literatura (50 mg/m?) para tratamento de meningoencefalite
granulomatosa em caes (Dewey; Da Costa, 2016; Menaut et al., 2008; Zarfoss
et al., 2006). Essa dose utilizada em nosso estudo foi definida por um estudo
piloto no qual a dose da literatura apresentou uma taxa de mortalidade alta,
inviabilizando o seu uso em nosso modelo experimental. No estudo de
ZARFOSS et al. (2006), os autores observaram uma melhora mais significativa
dos pacientes apds a citarabina ser associada ao tratamento com prednisona,
0 que nao foi testado em nosso estudo pelo fato de buscarmos uma nova forma

de terapia que nao utilize corticoide para tratamento da inflamacdo. Assim
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como uma dose menor e a ndo associagao da citarabina com a prednisona,
outro fato importante a ser considerado, quando comparado o uso da citarabina
em caes com MEG e o uso da citarabina em nosso modelo experimental, é o
tempo de tratamento. Em cdes com MEG, o protocolo consiste em um ciclo de
aplicagao subcutanea de citarabina a cada 12 horas por dois dias consecutivos,
repetindo o processo a cada trés semanas. Nosso estudo avaliou um protocolo
de tratamento de duas semanas, o que permitiu a realizacdo de apenas 1 ciclo
da citarabina. Entretanto, para o tratamento da ExP-NCC, espera-se que a
medicacao utilizada para controle da inflamagao possua uma agao rapida para
evitar possiveis danos causados por esse processo e a citarabina nao atendeu
a esse critério em nosso estudo.

A manutencdo da dilatagdo ventricular estd diretamente ligada a
inflamacao local e a obstru¢ado mecanica causada pela persisténcia dos cistos
nas cavidades liqudricas. O tratamento da hidrocefalia € baseado no controle
inflamatdrio local e na eliminagao do cisticerco com o uso de antiparasitarios ou
na remogao cirurgica. O nosso estudo avaliou o volume ventricular com base
na volumetria realizada nas imagens da ressonancia magnética no pré e no
pos-tratamento, bem como a variagdo de volume entre os dois momentos
anteriormente citados. Apesar de ndo apresentar diferencgas significativas entre
os grupos, foi observado um padrdo nas volumetrias que corrobora com o0s
achados do ELISA onde o grupo controle se aproxima mais do grupo tratado
com dexametasona e o grupo tratado apenas com antiparasitarios se aproxima
mais do grupo tratado com citarabina. Nos grupos controle e antiparasitarios +
dexametasona, a variacdo do volume ventricular se apresenta maior do que

nos grupos apenas antiparasitarios e antiparasitarios + citarabina. Esse fato
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pode estar associado a manutencao de uma resposta inflamatéria continua e a
manutencao da viabilidade dos cistos devido auséncia de tratamento especifico
tanto para inflamagdo quanto para a infecgdo pelo parasito no caso do grupo
controle, e a manutencgao dos cistos no grupo dexametasona facilitada pelo uso
do corticoide. Os corticoides causam imunossupressao e podem estimular a
producao de TGF-B que, por sua vez, promove 0 aumento do tamanho dos
cistos e ajuda na manutengao do parasita (Adalid-Peralta et al., 2017; Toledo et
al., 2018). Nosso estudo experimental, mesmo que sem diferengas estatisticas,
sugere uma correlagdo com essas informagdes, pois o grupo tratado com
ventricular e o maior

dexametasona apresentou a maior variacdo de volume

valor de TGF- B conforme indicado na figura 21.
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descrito por Adalid-Peralta e colaboradores (a) e os graficos de quantidade de TGF-B (b) e de
variagdo do volume ventricular (c) para cada grupo experimental do presente estudo.

Outro fato importante que deve ser considerado com base nos
resultados apresentados em nosso estudo é a possibilidade do tratamento com
os antiparasitarios nao ter sido eficiente para eliminar os cistos do parasito.
Quando observado o grupo controle, apesar dele se aproximar mais do valor
do grupo antiparasitarios + dexametasona, nao houve diferenca estatistica

entre ele e os grupos que receberam os antiparasitarios. Essa questao pode

estar associada ao tempo de tratamento, a dose utilizada ou ao mecanismo de
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reparacdo do cisticerco. Um estudo conduzido com modelo experimental de
ratos, realizou tratamento com o dobro da dose de albendazol pelo mesmo
periodo de tempo quando comparado ao nosso estudo, porém nao observou
diferenga significativa no indice ventricular que foi calculado com base nas
imagens de RM (QOliveira et al., 2024). O estudo de TOLEDO et al. (2025)
mostrou um potencial reparador da Taenia solium em casos de tratamento bem
sucedido, com recidiva do parasita no mesmo local apds alguns meses. No
nosso trabalho, ndo é possivel inferir que houve reparagao do parasita pois no
estudo de TOLEDO et al. (2025) foram observados pacientes humanos com
infecgdo por Taenia solium e o nosso estudo foi conduzido em modelo
experimental com ratos e infeccdo por Taenia crassiceps. Outra caracteristica
que distingue nosso trabalho do trabalho de TOLEDO et al. (2025) foi a nédo
realizacdo de ressonancia magnética na qual os animais se apresentavam
“livres” da infeccdo nem acompanhamento para avaliagao de recidiva.

A presencga do parasita e a lesao tecidual causada pela inflamacao ou
pela compressao tecidual decorrente da hidrocefalia podem levar a formacao
de fibrose e a um remodelamento de matiz extracelular, elevando a expressao
de genes relacionados a essas alteragbes. Em um trabalho realizado por
CARMEN-OROZCO et al. (2021) em modelo experimental de P-NCC em ratos
inoculados com Taenia solium avaliou a expressao de 38 genes, dentre eles os
genes Fn1, Mmp2 e Mmp9. Esse estudo encontrou um aumento da expressao
de Fn1 e Mmp2 no tecido ao redor do cisto quando comparado com o tecido
contralateral e com o tecido ndo infectado do grupo controle. Quando
comparado o tecido contralateral com o tecido nao infectado, também houve

um aumento da expressdo génica do Fn1 e do Mmp2, o que sustenta a
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presenca de lesdo tecidual mesmo em regides nao adjacentes ao cisto. No
nosso estudo nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos,
porém os maiores valores obtidos para Fn1 e Mmp9 foram observados no
grupo tratado com antiparasitarios associados a dexametasona. Esse grupo
também apresentou maiores valores de TGF- e de variagdo de volume
ventricular. Isso pode sugerir que, apesar de um melhor controle da inflamacgao
local, o aumento ventricular e o favorecimento do parasita induzido pelo uso do
corticoide podem ter agravado a lesdo tecidual. Embora o grupo
antiparasitarios associados a dexametasona tenha apresentado um valor
superior de TGF-B os valores da expressdo do genica de Tgfb2 nado foram
diferentes nesse grupo em relagdo aos demais.

O gene Slamf5 atua na ativagao linfocitica e na regulagdo da produgéo
de interleucinas como IL-1(3, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-23 (Agod et al., 2018;
Farhangnia et al., 2023; Radomir et al., 2021). Um estudo relatou que a inibicao
da expressao de Slamf5 levou a uma reducido na producido de IL-6 e TNF-a
induzida por lipopolissacarideos (LPS) em macréfagos derivados da medula
O0ssea de camundongos (Sintes et al., 2010). Apesar de ndo haver diferencas
estatisticas na expressao genica de Slamf5 em nosso estudo, o grupo tratado
com a dexametasona apresentou tanto os menores valores de Slamf5, quanto
os menores valores de IL-6 o que pode corroborar com o estudo de Sintes et al
(2010).

Em nosso estudo, o grupo tratado com dexametasona apresentou uma
menor quantidade de IL-6 e também menores valores de expressao do gene
Rorc. Esse gene é importante para a regulagdo e diferenciagdo das células

Th17, sendo sua expressao estimulada por IL-6 e por TGF-B (Guendisch et al.,
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2017). No caso de uma baixa quantidade de IL-6 e/ou TGF-B, uma menor
expressao do Rorc pode impactar na resposta imune por interferir diretamente
na regulacdo das células Th17. Essa baixa expressdo pode ter levado a um
possivel impacto nas células Th17 e, consequentemente, no sistema imune
contribuindo para manutencdo dos cistos de Taenia crassiceps em noOSSO
modelo experimental.

O trabalho de CARDENAS et al. (2014) mostrou em pacientes
responsivos ao tratamento com anti-helminticos uma superexpressao de genes
pré e anti-inflamatorios, bem como imunomoduladores, diretamente envolvidos
na resposta de células Th17 como RORC, RUNX3, SLAMF3 e SLAMF6. O
nosso estudo n&o apresentou diferencas estatisticas entre os grupos nem
superexpressao para os genes Rorc, Runx3 e Slamf5. Isso, associado a
auséncia de diferencas estatisticas entre os grupos nos outros parametros
avaliados (ELISA e volumetria), pode sugerir que nenhum tratamento foi capaz

de eliminar os cistos.
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CONCLUSAO



7. CONCLUSAO

A utilizagdo de corticosteroides mostrou-se uma boa opg¢ao para o
tratamento da neuroinflamagé&o no modelo experimental uma vez que o grupo
tratado com antiparasitarios associados a dexametasona foi o que apresentou
os menores valores de IL-6 e IL-10. O tratamento com citarabina nao foi capaz
de reduzir a neuroinflamacéo no presente estudo, apresentando um padrao de
citocinas que se aproxima mais do grupo tratado apenas com anti-helminticos,
porém sem diferengas estatisticas com os demais grupos.

Nenhum dos grupos apresentou um resultado significativo em reduzir o
volume ventricular, o que pode sugerir uma baixa eficiéncia ou mesmo
auséncia de eficacia do tratamento em eliminar os cistos e controlar de forma
satisfatéria a inflamacédo, mantendo assim a reducdo do fluxo do liquor e
mantendo a hidrocefalia.

Baseado nos resultados obtidos em nosso estudo por meio do ELISA, da
volumetria e do RT-qPCR, é possivel supor que apesar da dexametasona
contribuir com a redugdo da neuroinflamacgao, ela também auxilia o parasita a
se manter viavel e a evadir da resposta imune do hospedeiro em nosso modelo
experimental.

Apesar dos resultados obtidos nesse estudo, novos trabalhos devem ser
realizados buscando estabelecer um padréao de citocinas na neurocisticercose
extraparenquimatosa e novas formas de controle da neuroinflamacédo e
combate aos cisticercos que possam contribuir com o tratamento dessa

enfermidade.
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Introduction

Extraparenchymal neurocysticercosis (ExP-NCC) occurs when larvae lodge outside the
brain parenchyma, mainly in the ventricles and the subarachnoid space of the basal cisterns.
This presentation of the disease is more severe, and clinical signs are associated with
increased intracranial pressure due to changes in cerebrospinal fluid (CSF) flow resulting from
mechanical obstruction caused by the cysts or inflammation of the basal arachnoid (FLEURY et
al., 2011; HAMAMOTO FILHO; ZANINI; FLEURY, 2019; MARCIN SIERRA et al., 2017).

The treatment for ExXP-NCC remains challenging, as routine antiparasitic medications
do not have high efficacy in destroying the cysticerci. Additionally, the inflammation necessary
for cyst destruction can worsen the patient's clinical condition (FLEURY; SCIUTTO, 2020;
TOLEDO et al., 2018). Generally, treatment is carried out using Albendazole (ABZ) or
Praziquantel (PZQ) in an attempt to reduce the parasitic load, alongside corticosteroids such as
prednisone or dexamethasone to control neuroinflammation (BRUTTO et al., 1992; FLEURY et
al., 2011; GARCIA; NASH; DEL BRUTTO, 2014; TOLEDO et al., 2018). However, none of
these drugs display ideal efficacy for treating ExP-NCC. The parasite may evade the
inflammatory response with the host, which is disrupted by the administration of antiparasitic
drugs, leading to an acute inflammatory response. Consequently, the inflammatory state that
needs suppression is caused by the therapy itself (GARCIA et al., 2004; NASH et al., 2011).
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The use of corticosteroids as a therapy for neuroinflammation in NCC, although
recommended, may contribute to maintaining parasite viability, as these drugs can cause
immunosuppression in the host (TOLEDO et al., 2018) and stimulate TGF-B production,
promoting growth and increasing the survival rate of cysticerci (ADALID-PERALTA et al., 2017).

Since the treatment of neurocysticercosis often relies on the prolonged administration of
corticosteroids, new drugs that act on inflammation and may reduce or even eliminate the need
for corticosteroids are currently being researched to mitigate the deleterious effects of these
drugs.

Cytarabine (CTB) is an antineoplastic drug with immunosuppressive properties that has
been recently used in veterinary medicine as an adjunct treatment for an inflammatory CNS
disease called granulomatous meningoencephalitis (GME) (DEWEY; DA COSTA, 2016).

The hypothesis proposed by the present study is that the combination of albendazole
and praziquantel will be effective in eliminating Taenia crassiceps cysts, and that
immunosuppressive agents will assist in reducing neuroinflammation caused by the presence of

cysts.

Materials and Methods
44 male Wistar rats (Rattus novergicus) weighing100-150g 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°C). 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 the Hamamoto Filho et al., (2016)

study.

Induction of Neurocysticercosis

To induce neurocysticercosis, cysts of Taenia crassiceps (ORF strain) were used,
obtained from the peritoneal cavity of mice from the UNIPEX bioterium (protocol for the
maintenance of Taenia crassiceps metacestodes in mice — CEUA certificate no. 1255/2017).
The cysts were aseptically collected and selected based on their viability. The animals were
subjected to general anesthesia through intraperitoneal injection of ketamine (87 mg/kg) and
xylazine (13 mg/kg), and the inoculation of 50 viable T. crassiceps cysts in 0.02 ml of saline was
performed via cisterna magna by suboccipital puncture with a 24G needle, following a 1-cm skin
incision at the occipito-cervical transition. After the procedure, skin suturing with 4-0 nylon

thread and a single dose of dipyrone (150 mg/kg) intraperitoneally were administered.
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Radiological Evaluation and Experimental Groups

Three months after cyst inoculation, the animals underwent magnetic resonance
imaging (MRI) to confirm the disease development. The MRI was conducted at the Veterinary
Medicine and Animal Science School of UNESP, Botucatu campus, using an Esaote machine
(Vet MR Grande model, 0.25 T). Images with a slice thickness of 0.6 mm were acquired using
the 3D Hycegradient echo sequence (echo time 5 ms, repetition time 10 ms). All animals were
anesthetized intraperitoneally with ketamine (87 mg/kg) and xylazine (13 mg/kg) prior to the
procedure.

Animals without disease on MRI were excluded from the study and euthanized via
thiopental overdose (120 mg/kg intraperitoneally). Animals with disease were randomly
assigned to four groups: 1. No treatment (control); 2. Treatment with albendazole and
praziquantel;3. Treatment with albendazole, praziquantel, and dexamethasone; 4. Treatment
with albendazole, praziquantel, and cytarabine.

For treated groups, albendazole was administered at 15 mg/kg/day for two weeks via
gavage, using an oral suspension at 40 mg/ml concentration. Praziquantel was given
subcutaneously at 50 mg/kg/day for two weeks, utilizing a drug ampoule solution at 55 mg/ml
concentration. For Group 3, dexamethasone was additionally administered at 0.1 mg/ml
concentration, with a dose of 1 ml every other day. For Group 4, cytarabine was co-
administered with albendazole and praziquantel at 25 mg/m? subcutaneously every 12 hours
over two consecutive days, using an injectable solution at 100 mg/ml concentration. Cytarabine
was diluted at a 2:1 ratio in 0.9% saline to avoid tissue irritation, with all appropriate personal
protective equipment (PPE) utilized by the applicator. Treatments lasted for two weeks. One
month after treatment completion, animals underwent another MRI to evaluate the cysts and
were subsequently euthanized via thiopental overdose (120 mg/kg intraperitoneally) for brain
removal and histological analysis. The degree of hydrocephalus was quantified using volumetric
analysis with the free ITK-SNAP software (version 3.0.0) (YUSHKEVICH et al., 2006). Animals
with ventricular volumes exceeding 5 mm?® were considered hydrocephalic (HARRIS; JONES;
WILLIAMS, 1992).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

The technique followed the method standardized by MILHOMEM et al. (2018).
Previously frozen cerebral hemispheres were sonicated in a solution of Tris and HCI, 1% NP40,
and protease inhibitor. Cytokines IL-6, IL-10, TGF-B, and IFN-y were quantified in the
homogenized brain tissue solution and blood plasma using the sandwich ELISA method as per
the manufacturer's instructions (BD OptEIATM). IL-10 quantification was performed with the IL-
10 ELISA - BD OptEIATM kit (BD Biosciences, San Diego, CA). IFN-y quantification used high-
binding ELISA microplates sensitized with 80 ul of monoclonal IFN-y antibody (5 pg/ul of clone
XMG in PBS). Optical density was measured using a Thermo/Labsystems microplate reader,

with filters specific to each cytokine.
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Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

RNA extraction from the brain was performed using the RNeasy Mini Kit (Qiagen).
Subsequently, theisolated RNA was converted into cDNA using the High Capacity RNA-to-
cDNA kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), following the manufacturer's
specifications. The reaction conditions included: RT Buffer 1x, dNTPmixture 4mM, Random
Primer 1x, MultiScribeTM 25U, RNaselnhibitor 10U, in a final volume of 20uL.

Each cDNA was then amplifiedby real-time PCR (qPCR) using the Step One Plus TM
System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Inc). Each qPCR reaction contained 5
pL of Power Up SYBRTM Green Master Mix (2X) (Thermo Fisher), 0.6 yLofeach primer (10
puM), 4 uL of cDNA, and enough water to complete 20uL. The thermocycling conditions were:
50°C for 2 minutes, 95°C for 2 minutes, and 40 cycles of 95°C for 15 seconds, 61°C for 15
seconds, and finally, 72°C for 1 minute. After amplification, a melting curve analysis was
performed to confirm assay specificity.

Normalization of RNA concentration was ensured by using the endogenous genes
Gapdhand B-actin (Actb) as reference controls. All samples were analyzed in triplicate, and
relative quantification (RQ) was calculated using the comparative Cq method (2-AACq)

(Livak&Schmittgen, 2001). The primers used in this study are listed in Table1.

Statistical Analysis

The Shapiro-Wilk test was used to determine data normality. The Kruskal-Wallis test
was employed to compare independent groups with non-parametric data. For normally
distributed variables, one-way ANOVA was used for group comparisons. Spearman's test was
used for non-parametric data correlations, while Pearson's test was applied for parametric
correlations. Differences were considered significant at p < 0.05. Analyses were conducted

using SPSS software version 24.0.

Results

Of the 44 animals inoculated with cysticerci, 24 presented hydrocephalus after the first
magnetic resonance imaging (MRI), corresponding to an approximate 54% success rate in
inoculation and disease development in the experimental model. These 24 animals were
randomly distributed among the treatment groups, with six animals allocated to each group.
During the treatment phase, five animals died: 2 from the control group, 1 from the ALB + PZQ
group, 1 from the antiparasitics + dexamethasone group, and 1 from the antiparasitics +
cytarabine group. After the 15-day treatment period and an additional 30-day interval, the
remaining 19 animals underwent a second MRI and were subsequently euthanized for brain

removal.
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Radiological Evaluation

Twenty-four animals that underwent the first MRI exhibited ventricular enlargement and
were included in the study. During the treatments, five animals died, leaving only 19 animals for
the second MRI. Following the second MRI, pre- and post-treatment ventricular volumes were
calculated. In the control group, pre-treatment mean of 356.42 mm? + 103.13 (258.10-520.40),
and post-treatment mean of 866.92 mm?® £ 154.97 (711.60-1090.00). In the Albendazole +
praziquantel treatment group, pre-treatment mean of 337.65 mm?® + 136.20 (216.80-523.40),
and post-treatment mean of 704.65 mm?® + 313.13 (356.80-1078.00). In the Antiparasitics +
dexamethasone treatment group: Pre-treatment mean of 294.34 mm® + 111.86 (146.80—
459.10), and post-treatment mean of 88520 mm?3® + 248.32 (487.10-1136.00). In the
Antiparasitics + cytarabine treatment group, pre-treatment mean of 406.12 mm?® + 191.92
(103.30-590.50), and post-treatment mean of 627.56 mm? + 317.07 (248.70-1035.00).

No statistical differences were observed when comparing the pre-treatment means
(p=0.584), post-treatment means (p=0.449), or the differences between pre- and post-treatment
means (p=0.134). Figure 1illustrate the means for each treatment group at the pre-treatment,

post-treatment, and ventricular volume variation, respectively.

Evaluation of Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

In the brain tissue, the group treated with antiparasitics and dexamethasone exhibited
the lowest levels of IFN-y, IL-10, and IL-6, with statistically significant differences in IL-6
between the dexamethasone and cytarabine groups (Figure 2). The group treated only with
antiparasitics (albendazole and praziquantel) showed the highest levels of IFN-y, IL-10, and IL-
6. TGF-B levels followed a different pattern compared to the other three cytokines. In the blood
plasma: The control group exhibited the lowest levels of IL-6, IL-10, and IFN-y. Regarding IL-10
and INF-y, the group treated with antiparasitics had the highest values, as observed in brain
tissue, while the antiparasitics + cytarabine group displayed the highest IL-6 levels. plasma
TGF- levels were highest in the antiparasitics-only group and lowest in the antiparasitics +
dexamethasone group. No statistically significant differences were found among the cytokines

in the experimental groups for blood plasma analysis (Figure 3).

Quantitative Real-Time PCR (qPCR) evaluation

The relative expression. Analysis of ncRNAs was performed using the RT-qPCR
methodology. This analysis compared the following groups: the control group (CTRL), used as a
reference for normality, and the antiparasitic groups (ALB + PZQ), antiparasitics +
dexamethasone (TTO + DEXA), andantiparasitics + cytarabine (TTO + CTB). The results

obtained are presented in Figure4.

Discussion
The use of Taenia crassiceps trains and rats as an experimental model for studying

neurocysticercosis and reproducing the disease has proven efficient (Hamamoto Filho et al.,
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2015; Willms & Zurabian, 2010). Based on this, several studies utilizing this experimental model
have been conducted to better understand the disease and to identify new drugs that could
benefit patients by improving treatments (Fogaroli et al., 2019; Generoso et al., 2024;
Hamamoto Filho et al., 2019; Milhomem et al., 2018; Oliveira et al., 2024; Sampaio et al., 2020).

The recommended treatment for neurocysticercosis involves antiparasitic drugs such as
albendazole and praziquantel, combined with corticosteroids to control neuroinflammation and
prevent possible complications resulting from this inflammatory process (Nash et al., 2011;
Toledo et al., 2018; White et al., 2018). However, in extraparenchymal neurocysticercosis, a
significant portion of patients does not respond satisfactorily to antiparasitic treatment, requiring
multiple cycles to eliminate the cysts (Marcin Sierra et al., 2017; Osorio et al., 2019; Toledo et
al., 2025). Another crucial factor in the treatment is the use of corticosteroids to control
neuroinflammation. Although these drugs are beneficial for controlling inflammation, they may
directly influence parasite survival and increase the reproductive efficiency of Taenia
crassiceps, which is used in experimental model studies (Adalid-Peralta et al., 2017; Romano et
al., 2015).

Studies on cytokine profiles in neurocysticercosis, as well as research on new
treatments for neuroinflammation that do not affect anthelmintic efficacy, have been carried out
using both experimental models and human patients, aiming to improve therapeutic approaches
for the disease (Ambrozio, Ferrer & Zepeda-Rodriguez, 2017; Anand et al., 2019; Mehta et al.,
2025; Milhomem et al., 2018).

A study by Milhomem et al. (2018) demonstrated increased levels of IL-4 and IL-10
cytokines in the brain tissue of animals infected with T. crassiceps compared to the control
group. The same study found no differences in INF-y levels between the groups. Meanwhile,
the study by Mehta et al. (2025) observed that human patients infected with Taenia solium who
responded to anthelmintic treatment had lower IL-6 and IL-10 levels before treatment (TO)
compared to post-treatment (T1). Similar to Milhomem et al. (2018) in the experimental model,
Mehta et al. (2025) also found no differences in INF-y and TGF-a levels between the evaluated
groups.

Our study, conducted using an experimental model, revealed increased IL-6 and IL-10
cytokine levels in the group treated Only with antiparasiticdrugs, which supports findings from
previous research on experimental models (Milhomem et al., 2018) and human studies (Mehta
et al.,, 2025). This further reinforces the human literature stating that neuroinflammation
worsens, and certain inflammatory cytokines increase after cyst death (Cardenas et al., 2014;
Carpio et al., 2018).

The use of corticosteroids as a treatment for inflammation leads to the inhibition of
cytokines, including IL-6 (Prodjinotho et al., 2020). Our study observed a similar pattern of
cytokine reduction in the group treated with antiparasitics combined with dexamethasone,
primarily associated with IL-6, supporting the findings of PRODJINOTHO et al. (2020).
Cytarabine, which was used in our study to attempt to control neuroinflammation, did not show

a significant reduction in cytokines. Additionally, although this drug did not present a statistical
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difference compared to the control group or the group treated Only with antihelminthics, it
exhibited higher cytokine values in situ, which were closer to those of the ALB + PZQ group.
These findings indicate that among the evaluated treatments in our study, dexamethasone was
the most effective drug for inflammation control. However, the group treated with antiparasitics
combined with dexamethasone also showed the highest TGF-f3 values, suggesting with in our
experimental model that the cyst may have benefited from this medication, perpetuating the
infection.

Although cytarabine was not effective in reducing inflammatory cytokines in the
presente study, it is importante to note that the dose used in our experimental model (25 mg/m?)
was lower than the dose recommended in the literature (50 mg/m?) for thetreatment of
granulomatous meningoencephalitis in dogs (Dewey & Da Costa, 2016; Menaut et al., 2008;
Zarfoss et al., 2006). The dose used in our study was defined based on a pilot study in which
the literature dose resulted in a high mortality rate, making its use unfeasible in our
experimental model. In the study by ZARFOSS et al. (2006), the authors observed a more
significant improvement in patients after cytarabine was combined with prednisone treatment,
which was not tested in our study as we aimed to explore a novel therapy approach that does
not envolve corticosteroids for inflammation treatment. In addition to the lower dose and the lack
of cytarabine-prednisone combination, another importante fator to consider When comparing
cytarabine use in dogs with MEG versus our experimental model is the treatment duration. In
dogs with MEG, the protocol consists of a cycle of subcutaneous cytarabine administration
every 12 hours for two consecutive days, repeated Every three weeks. Our study evaluated a
two-week treatment protocol, allowing for Only one cytarabine cycle. However, for ExP-NCC
treatment, the anti-inflammatory medication is expected to act quickly to prevent potential
damage caused by the inflammatory process, and cytarabine did not meet this criterion in our
study.

The maintenance of ventricular dilation is directly linked to local inflammation and
mechanical obstruction caused by the persistence of cysts in the cerebrospinal fluid cavities.
The treatment of hydrocephalus is based on local inflammation control and cysticercus
elimination using antiparasitic drugs or surgical removal. Our study evaluated ventricular volume
based on volumetric analysis performed on magnetic resonance images pre- and post-
treatment, as well as the volume variation between these two moments. Although no significant
diferences were observed between the groups, a volumetric pattern was identified that
corroborates ELISA findings, Where the control groupis more similar to the group treated with
dexamethasone, and the group treated Only with antiparasitics is more similar to the group
treated with cytarabine. In the control and antiparasitic + dexamethasone groups, ventricular
volume variation is greater than in the groups receiving Only antiparasitics and antiparasitics +
cytarabine. This maybe associated with the maintenance of a continuous inflammatory
response and the viability of cysts due to the absence of specific treatment for both
inflammation and parasitic infection in the control group, as well as cyst persistence in the

dexamethasone group facilitated by corticosteroid use. Corticosteroids cause
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immunosuppression and can stimulate the production of TGF-f, which in turn promotes cyst
growth and aids parasite maintenance (Adalid-Peralta et al., 2017; Toledo et al., 2018). Our
experimental study, despite lacking statistical differences, suggests a correlation with these
findings, as the dexamethasone-treated group exhibited the greatest ventricular volume
variation and the highest TGF-f3 values.

Another importante fact that should be considered based on the results presented in our
study is the possibility that antiparasitic treatment was not effective in eliminating the parasite
cysts. When observing the control group, despite it being closer to the value of the antiparasitic
+ dexamethasone group, there was no statistical difference between it and the groups that
received antiparasitics. This issue may be related to treatment duration, dosage used, or the
cysticercus repair mechanism. A study conducted with an experimental rat model Applied
treatment with twice the dose of albendazole for the same period of time compared to our study
but did not observe a significant difference in the ventricular index calculated based on MRI
images (Oliveira et al., 2024). The study by TOLEDO et al. (2025) demonstrated a regenerative
potential of Taenia solium in cases of successful treatment, with parasite recurrence in the
same location after a few months. In ou rwork, it is not possible to infer that parasite repair
occurred since the study by TOLEDO et al. (2025) observed human patients infected with
Taenia solium, while our study was conducted using an experimental rat model infected with
Taenia crassiceps. Another characteristic that distinguishes our study from TOLEDO et al.
(2025) is the absence of MRI scans confirming that the animals were 'free' from infection or
follow-up assessments for recurrence.

The presence of the parasite and the tissue damage caused by inflammation or tissue
compression due to hydrocephalus can lead to fibrosis formation and extracelular matrix
remodeling, increasing the expression. of genes related to these alterations. In a study
conducted by Carmen-Orozco et al. (2021) using an experimental P-NCC model in rats
inoculated with Taenia solium, the expression. of 38 genes was evaluated, including FN1,
Mmp2, and Mmp9. This study found increased FN71 and Mmp2 expression in the tissue
surrounding the cyst compared to the contralateral tissue and the uninfected tissue of the
control group. When comparing contralateral tissue to uninfected tissue, there was also na
increase in FN1 and Mmp2 gene expression, supporting the presence of tissue damage even in
regions not adjacente to the cyst.

In our study, no statistical diferences were found between the groups; however, the
highest values for FN1 and Mmp9 were observed in the group treated with antiparasitics
combined with dexamethasone. This group also showed higher levels of TGF- and ventricular
volume variation. These findings suggest that, despite better local inflammation control,
ventricular enlargement and parasite facilitation induced by corticosteroid use may have
exacerbated tissue damage. Although the antiparasitic + dexamethasone group exhibited higher
TGF-B levels, the gene expression. Values of TGF-82 were not different in this group compared

to the others.
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The SLAMF5 gene plays a role in lymphocyte activation and the regulation of interleukin
production, such as IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, and IL-23 (Agod et al., 2018; Farhangnia et al.,
2023; Radomir et al., 2021). A study reported that inhibition of SLAMF5 expression led to a
reduction in IL-6 and TNF-a production induced by lipopolysaccharides (LPS) in boné marrow-
derived macrophages of mice (Sintes et al., 2010). Although no statistical diferences were found
in SLAMF5 gene expression in our study, the group treated with dexamethasone showed both
the lowest SLAMF5 values and the lowest IL-6 values, which may corroborate the findings of
Sintes et al. (2010).

In our study, the dexamethasone-treated group showed lower IL-6 levels and also lower
expression of the RORC gene. This gene is important for the regulation and differentiation of
Th17 cells, and its expression. is stimulated by IL-6 and TGF-B (Guendisch et al., 2017). In the
case of low IL-6 and/or TGF-B levels, reduced RORC expression. may impact the immune
response by directly interfering with Th17 cell regulation. This decreased expression may have
led to a potential impact on Th17 cells and, consequently, on the immune system, contributing
to the persistence of Taenia crassiceps cysts in our experimental model.

The study by Cardenas et al. (2014) showed that in patients responsive to anti-
helminthic treatment, there was na over expression. of pro- and anti-inflammatory genes, as
well as immunomodulators, directly involved in Th17 cell responses, such as RORC, RUNXS,
SLAMF3, and SLAMF6. Our study did not show statistical diferences between the groups or
over expression. of RORC, RUNX3, and SLAMF5 genes. This, together with the absence of
statistical diferences between groups in other evaluated parameters (ELISA and volumetry),

may suggest that none of the treatments were able to eliminate the cysts.

Conclusion

The use of corticosteroids proved to be na effective option for neuroinflammation
treatment in the experimental model, as the group treated with antiparasitics combined with
dexamethasone showed the lowest IL-6 and IL-10 values. Cytarabine treatment was not able to
reduce neuroinflammation in the presente study, showing a cytokine pattern closer to the group
treated only with antihelminthics, but with out statistical diferences compared to the other
groups.

None of the groups showed significant results in reducing ventricular volume, which
may suggest low efficiency or even a lack of efficacy of the treatment in eliminating cysts and
adequately controlling inflammation, there by maintaining reduced cerebrospinal fluid flow and
sustaining hydrocephalus.

Based on the results obtained in our study through ELISA, volumetric analysis, and RT-
gPCR, it is possible to suggest that although dexamethasone contributes to the reduction of
neuroinflammation, it also helps the parasite remain viable and evade the host's immune
response in our experimental model.

Despite the findings of this study, further research should be conducted to establish a

cytokine pattern in extraparenchymal neurocysticercosis and explore new strategies for
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controlling neuroinflammation and combating cysticerci, which may contribute to the treatment

of this disease.
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Figures

Amplicon
Gene Forward (5' - 3') Reverse (5' - 3') (bp)" Referéncias
Collal TGACTGGAAGAGCGGAGAGT GATAGCGACATCGGCAGGAT 250 SUGIYAMA et al., 2021
Cxcl2 TCCTCAATGCTGTACTGGTCC ATGTTCTTCCTTCCCAGGTC 299 LIU et al., 2022
Gapdh TCAAGAAGGTGGTGAAGCAG AGGTGGAAGAATGGGAGTTG 111 ALMAGHRABI, 2023
Fibronectin CTCGCTTTGACTTCACCACCA TCTCCTTCCTCGCTCAGTTCGTACT 202 ALMAGHRABI, 2023
11f2 (NF45) GCCCGCTGGTTTGAAGAAAA AGGTCAAGGATCCAGGGTGT 119 UNTERGASSER et al., 2012*
Mmp2 GCCCAGAGACTGCTATGTCC GCTGGTGCAGCTCTCATACT 101 HUANG et al., 2023
Mmp9 GGTCCCCCTACTGCTGGTCCT CGAGAACTTCCAATACCGACC 147 YANG et al., 2023
Rorc GCTGCAAAGAAGACCCACAC GTGCAGGAGTAGGCCACATT 155 UNTERGASSER et al., 2012*
Runx3 GCAACGCTTCCGCTGTCA GGCTTTGGTCTGGTCCTCTATC 215 Ll etal., 2019
Tgfb2 TGCTGTACCTTCATACCGTCT GGCAACAACATTAGCAGGAGA 179 ZHANG et al., 2022
Slamf5 (CD84) TTCTGACTCCGTCACTGTGC CCAGGACAATCCTACCTCTCC 167 UNTERGASSER et al., 2012*
Actb CACGGCATTGTCACCAACTG AACACAGCCTGGATGGCTAC 203 MOHAMMAD MALYAR et al., 2019

bp = base pair; *Primers designed using the online software Primer3. (https://www.primer3plus.com/).

Table1. Sequences of the oligonucleotide primers used in Real-Time PCR
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Figure 1. Values of ventricular volumes before and after treatment and ventricular variation.

There were no statistically significant diferences between the groups.
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Figura2. Cytokin dosage in situ for each experimental group. Dexametasone group presented
significant diference to the Cytarabine group in IL-6 (p=0,023).
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Figura3. Cytokin dosage in plasma for each experimental group. There were no statistically
significant differences between the groups.
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Figure 4. Quantification of gene expression of FN1, Mmp2, Mmp9, Tgb2, Slamf5, IIf2, Rorc, and
Runx3 in each experimental group. There was no statistical difference between the groups.
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CEUA

95



