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RESUMO

A forma larval de Taenia crassiceps tem sido empregada como modelo
experimental da cisticercose humana, por possuir similaridades antigénicas
com o cisticerco de T. solium. A cisticercose humana por T. crassiceps foi
relatada em pacientes imunodeprimidos, e imunocompetentes. Devido ao fato
de que a resposta imunoldgica frente a T. crassiceps ainda nao esta totalmente
esclarecida, o presente estudo objetivou a caracterizacdo da resposta
inflamatoria local e sistémica em linhagens de camundongos C57BL/6
convencionais e deficientes do gene do IFNy (IFNy-KO) ap6s a infeccéo
subcuténea por cisticercos de T. cracisseps. Para tanto, foram avaliados o
hemograma, as alteracdes anatomopatologicas no subcuténeo, a presenca de
macrofagos alternativamente ativados (células CD301+) e a dosagem sérica de
citocinas (IFNy, IL-12p40 e IL-4). Nenhuma das linhagens apresentou alteracéo
no hemograma apoés infeccdo. Em ambas linhagens, foram observadas a
formacdo de granulomas no sitio inflamatorio, com presenca de neutrdéfilos e
macréfagos. No entanto, a reacdo granulomatosa foi mais precoce, intensa e
com maior quantidade de coldgeno na linhagens IFNy-KO. As concentragfes
séricas de IFNy, IL12p40 e IL-4 nos camundongos C57BL/6 convencional
infectados aumentaram comparadas aos camundongos convencionais nao
infectados. Na linhagem IFNy-KO, o aumento da concentracéo sérica de IL-4 foi
observada devido a infeccéo, porém, a concentracdo desta citocina foi menor
comparada com a outra linhagem. Foi observada também na linhagem
C57BL/6 convencional, a presenca de células CD301+ no inicio da infeccéo e,
na linhagem IFNy-KO, estas células estavam presentes no final da infeccéo.
Em conclusdo, a resposta imune dos camundongos C57BL/6 induzida por
cisticercos de T. crassiceps pode ser caracterizada por um perfil misto
Th1/Th2. A resposta mista € capaz de promover a destruicdo do parasito de
maneira dependente de IFNy, o que resulta em uma menor lesdo e menor
producdo de colageno. Na deficiéncia de IFNy apresenta um perfil que tende
para resposta imune Th2, com presenca de clélulas CD301+ e aumento da
producao de colageno.

Palavras-chave: cisticercose subcutanea, inflamagdo granulomatosa,

cisticercose experimental, resposta imune.



15

ABSTRACT

The larval form of Taenia crassiceps has been used as an experimental model
to human cysticercosis, because it has antigenic similarities with the T. solium
cysticercus. The human cysticercosis by T. crassiceps has been reported in
immunodepressed and immunocompetent patients. Due to the fact that the
Immune response to T. crassiceps is still unclear, the present study aimed to
characterize the local and systemic inflammatory response of C57BL/6 wild-
type and C57BL/6 IFNy -Knockout (IFNy-KO) mice strains after subcutaneous
infection by T. crassiceps cysticercus. For this were evaluated the hemogram,
the anatomopathological changes in the subcutaneous tissues , the presence of
alternatively activated macrophages (CD301+ cells) and the serum cytokines
concentration (IFNy, IL-12p40 and IL-4). Neither of strains presented alterations
on the hemogram after infection In both infected strains, it was observed
granulomes formation on the inflammatory site with neutrophils and
macrophages. However, the granulomatous reaction was more early, intense
and with greater amount of collagen in infected IFNy-KO. The serum
concentrations of IFNy, IL-12p40 and IL-4 in the infected C57BL/6 wild-type
increased compared to the wild-type uninfected mice. In the infected IFNy-KO,
the increase of IL-4 serum concentration was observed due to the infection,
however this cytokine concentration was lower compared with other infected
strain. It was also observed in the C57BL/6 wild-type the presence of CD301+
cells at the beginning of the infection and, in the IFNy-KO, these cells were
present at the end of the infection. In conclusion, the immune response of
C57BL/6 mice induced by T. crassiceps cysticercus can be characterized by
mixed Th1/Th2 profile. The mixed response is able to promote the destruction
of the parasites IFNy-dependent, which results in a minor injury and lower
collagen production. In IFNy- deficient, there is a profile that tends towards the
Th2 immune response, with the presence of CD301+ cells and increased
collagen production.

Keywords:  subcutaneous  cysticercosis, granulomatous inflammation,

experimental cysticercosis, immune response.
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1.Teniase e cisticercose

1.1 Taenia solium e Taenia saginata

As parasitoses intestinais, ou enteroparasitoses, sdo geralmente
ocasionadas por macroparasitas (helmintos) ou microparasitas (virus, bactérias
e protozoarios) de distribuicdo universal, com uma maior prevaléncia e
sintomatologia nos paises subdesenvolvidos, atingindo 90% da populacdo em
condi¢cdes sanitdrias mais deficientes. A gravidade das parasitoses esta
relacionada a um aumento da resisténcia dos agentes etioldégicos aos
antimicrobianos e a um numero crescente de hospedeiros susceptiveis,
sobretudo portadores de HIV/AIDS ( Virus da imunodeficiéncia humana, do
inglés, Human imunodeficiency virus / sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
do inglés, Aquired Immunodeficiency Syndrome) (Ferrari et al; 2004).

A frequiéncia de parasitoses intestinais em nosso pais € sabidamente
elevada, assim como nos demais paises em desenvolvimento, sofrendo
variacdes quanto a regido, as condi¢cdes de saneamento basico, ao nivel sécio-
econdbmico, ao grau de escolaridade, a idade e aos habitos de higiene dos
individuos que nela habitam (Machado et al; 1999).

Dentre os parasitos intestinais, os cestdédeos Taenia solium e Taenia
saginata sao responsaveis pela teniase humana. O género Taenia pertence a
familia Taenidae, classe Cestoidea e ordem Cyclophyllidea (Rey, 2002). As
respectivas formas larvais (Cysticercus cellulosae e Cysticercus bovis)
desencadeiam a cisticercose. T. solium mede de trés a cinco metros de
comprimento. A cabeca ou escélex € provida de quatro ventosas e apresenta
rostro armado com dupla coroa de ganchos. Além do escolex, o helminto
possui 0 colo ou pescoco considerado uma regido com altas taxas de
proliferacdo celular, e finalmente, o estrobilo ou corpo com as proglotes ou
anéis. T. saginata mede de seis a sete metros e ndo possui ganchos no rostro
armado (Carrada-Bravo, 1987; Gemmel et al., 1983; Huggins, 1989).

A teniase pode se apresentar de forma assintomatica, porém alguns

pacientes manifestam alteracbes no apetite (anorexia ou apetite exagerado),
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nauseas, vémitos, dor abdominal, diarréia, emagrecimento, irritacdo e fadiga
(Carrada-Bravo, 1987; Huggins, 1989).

A importancia do complexo teniase-cisticercose para a saude publica
resulta de que o homem além de hospedeiro definitivo da ténia pode se tornar
hospedeiro intermediario e abrigar a fase larval do parasito. Sendo este
fendbmeno denominado de cisticercose humana (Acha & Szifres, 1986; Rey,
1991).

A cisticercose € conhecida desde a antiguidade, entretanto, a natureza
dessa helmintiase ficou desconhecida até a segunda metade do século XIX,
quando pesquisadores alemaes demonstraram que a forma larvaria da T.
solium era responsavel pelo desenvolvimento da doenca em animais e em
humanos (Del Brutto & Sotelo, 1988).

Os cisticercos medem de sete a 12 mm de comprimento por quatro a
seis mm de largura (Rey, 1992). Os parasitos adultos (ténias) sao especificos
do hospedeiro definitivo, enquanto que as fases larvarias (cisticercos)
apresentam certa inespecificidade, sendo encontradas em varias espécies de
mamiferos (Rey, 1973; Rey, 1991).

1.1.1 Ciclo biolégico e modo de transmissao

O homem adquire a teniase ao ingerir carne contaminada crua ou mal
cozida, contendo a forma larval (cisticercos) do helminto adulto, T. solium ou T.
saginata (Gemmell et al., 1983).

A cisticercose ocorre por meio da ingestdo de alimentos contaminados
(frutas e verduras) com ovos de T. solium, por meio do uso de agua para
irrigacdo contaminada com agua de esgoto, ou ainda pela utilizacdo de fezes
humanas como adubo. Outra fonte importante de infeccdo sao os
manipuladores de alimento, que contaminam 0s mesmos por maus habitos
higiénicos. O proprio portador de teniase, através de maus habitos de higiene,
também pode se auto-infectar. Acredita-se ainda, que haja possibilidade de
uma auto-infec¢éo interna devido aos movimentos retro-peristalticos ou voémitos
em que os ovos do intestino delgado voltam para o estdmago e sofrem acdo do
suco gastrico, liberando as oncosferas para a corrente circulatoria que se fixam
nos diversos tecidos (Acha & Szifres, 1986; Rey, 1991).
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Os ciclos de T. solium e T. saginata implicam dois hospedeiros, um
definitivo e um intermediario. O Unico hospedeiro definitivo de ambas as ténias
(fase adulta do parasito) € o homem, em cujo intestino delgado se alojam. Os
hospedeiros intermediérios de T. solium sdo os suinos e os de T. saginata sédo
os bovinos, desenvolvendo a fase larval nos tecidos (Acha & Szyfres, 1986;
Rey, 1991). Ha portanto, trés fases com relacdo a populagdo de parasitos:
adultos no hospedeiro definitivo, ovos no ambiente e cisticercos (fase larval) no
hospedeiro intermediario (Gemmell & Lawson, 1982; Gemmell et al., 1983).
Quando os ovos de ténia sdo ingeridos pelos hospedeiros intermediarios, os
embrides (oncosferas) se libertam do ovo no intestino delgado pela agéo do
suco digestivo e bile.

As oncosferas penetram na parede intestinal e, em 24 a 72 horas,
difundem-se no organismo através da circulacdo sanguinea. Ocorre entdo
formacéo de cisticercos e o alojamento dos mesmos em diferentes tecidos de
orgaos do hospedeiro, como musculo esquelético e cardiaco, sistema nervoso
central, dentre outros, desenvolvendo a cisticercose (Gemmell et al., 1983)
(Figura 1).

Os cisticercos presentes na carne crua ou mal cozida, uma vez
ingeridos, séo liberados durante a digestdo da carne. O escoélex desenvagina-
se sob acdo da bile, fixando-se no intestino delgado, o qual dara origem ao
helminto adulto, desenvolvendo assim a teniase (Figura 1) (Gemmell et al
1983).

Sabendo-se que a prevaléncia mundial de teniase por T. solium foi
estimada em 2,5 milhdes e a de cisticercose em 300 mil pessoas (Nascimento
et al.1991) a importancia do complexo teniase-cisticercose para a saude

publica torna-se evidente (Chimelli et al. 1998).
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1.2 Taenia crassiceps

T. crassiceps € um helminto da familia Taenidae, ordem Cyclophyllidea
e classe Cestoda. A forma larval ou cisticerco é chamada de Cysticercus
longicollis. Este mede em torno de 4-5 mm de didametro e apresenta escolex
invaginado capaz de produzir indmeros brotamentos na superficie de sua
membrana (Freeman 1962 ; Maillard et al.1998).

As formas adultas de T. crassiceps parasitam o intestino delgado de
canideos, especialmente raposas, coiotes e cdes domésticos (Freeman 1962;
Arocker-Mettinger et al.1992; Shimalov e Shimalov 2003). Estes por sua vez,
eliminam nas suas fezes as proglotes gravidas contendo os ovos, que séo
ingeridos por roedores, seus hospedeiros intermediarios. Os embribes
hexacantos (6 a 8 um de diametro) eclodem no trato digestorio dos
hospedeiros intermediarios e penetram pela mucosa, migrando por via linfatica
e ou sanguinea até se alojarem em um determinado 6rgao ou cavidade, onde
se desenvolve a larva metacestoéide ou cisticerco que se multiplica por diversos
brotamentos formados a partir de sua membrana externa (Figura 2). Os
brotamentos destacam-se do cisticerco inicial aproximadamente quatro
semanas apo6s seu surgimento. O hospedeiro definitivo (os canideos),
geralmente um predador do hospedeiro intermediario, ingere as larvas
metacestoides e desenvolve o helminto adulto 34 a 70 dias apods a infeccao,
sendo possivel a visualizacdo de ovos nas fezes depois de cinco a seis
semanas. Os cisticercos sédo liberados durante a digestdo da carne e o escoélex
desenvagina sob acgdo da bile, fixando-se no intestino delgado. Nestes
hospedeiros a infeccdo se mantém naturalmente até um periodo de cerca de
nove semanas e posteriormente, evolui para a cura espontanea. Em
hospedeiros intermediarios e acidentais (paraténicos) nao foi relatada a cura
espontanea (Freeman 1962; Maillard et al. 1998) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo biologico de Taenia crassiceps, com seus hospedeiros
definitivos, canideos, (1) — ovo presente nas fezes (2) - hospedeiros
intermediarios, roedores (3) —, cisticerco (fase larval) (4) e hospedeiros
paraténicos — mamiferos como o homem, |émures e animais domésticos (5)
(adaptado de Freeman 1962; Vinaud et al. 2007).
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1.2.1 Epidemiologia

T. crassiceps foi identificada primeiramente como um parasito de
raposas vermelhas (Vulpes vulpes), sendo encontrado principalmente na
Europa (Freeman 1962). Porém, foi relatada sua presenca na Grécia,
parasitando raposas, lobos, chacais e gatos selvagens (Papdopoulos et al.
1997). Na Alemanha foi descrito infectando texugos, raposas, fuinhas e gatos
(Loos-Frank & Zeyhle 1982; Ballek et al. 1992; Wessbecher et al.1995; Pfeiffer
et al.1997) além de outros. No entanto os hospedeiros mais comuns deste
cestoide séo roedores, sendo identificados também, em marmotas, |émures,
cdes e gatos domesticos (Freeman 1962; Deblock &Petavy 1983; Dyer &
Greeve 1998; Brojer et al. 2002).

Além dos animais selvagens descritos acima, existem evidéncias de que
o homem também pode adquirir cisticercose por T. crassiceps de forma
acidental, atuando assim como hospedeiro paraténico deste parasito. A
cisticercose humana por T crassiceps ocorre por meio da ingestdo de ovos
deste cestbide presente em agua ou alimentos contaminados. (Freeman 1962;
Deblock &Petavy 1983; Dyer & Greeve 1998; Brojer et al. 2002).

A cisticercose humana por T. crassiceps ocorre principalmente em
individuos imunodeprimidos como individuos portadores de HIV (Francois et al.
1998) ou com neoplasias como o linfoma (Heldwein et al. 2006). No entanto,
individuos imunocompetentes também podem desenvolver cisticercose por T.
crassiceps (Arocker et al. 1992).

Existem outros casos descritos na literatura de cisticercose no sistema
nervoso central e no subcutaneo em animais domésticos como caes e gatos
ressaltando a importancia destes na transmissdo e incidéncia da cisticercose

humana por T. crassiceps (Wunschmann et al. 2003).

2. Modelo de cisticercose experimental

A infeccdo de hospedeiros intermediarios com cisticercos de T.
crassiceps € um modelo experimental muito bom para se estudar os
mecanismos da relacdo parasito-hospedeiro na  cisticercose e
neurocisticercose (Terrazas et al 2008). A fase larvaria de T. crassiceps

bY

pertencente a cepa ORF, é utilizada atualmente como modelo experimental
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para estudo da cisticercose humana, por meio da inoculagéo dos cisticercos na
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c isogénicos sendo mantidos
indefinidamente por inoculagbes subsequentes a cada 60 dias de infeccao
(Freeman et al. 1962, Esch e Smyth 1976).

Os cisticercos provenientes da cavidade peritoneal dos camundongos
BALB/c, podem ser divididos em trés fases de acordo com seus aspectos
macroscopicos. A fase inicial € caracterizada por um cisticerco translicido e
pequeno, que mede aproximadamente 2 pum de diametro (Figura 3A). O
cisticerco na fase inicial aumenta seu tamanho, mantendo-se translicido,
porém com alguns brotamentos em sua superficie, sendo denominado de
cisticerco em fase larval (Figura 3B). No decorrer de seu desenvolvimento, ele
torna-se mais opaco com numerosos brotamentos, sendo chamado de
cisticerco em fase final (Figura 3C) (Vinaud 2007).

Sabendo-se que estas larvas ndo possuem escolex, portanto ndo tém a
capacidade de desenvolver o helminto adulto, estes estudos da cisticercose
intraperitoneal experimental vém sendo realizados com relativa facilidade, pois,
além de se multiplicarem rapidamente no periténio do animal, estes cisticercos
apresentam grande similaridade antigénica com cisticercos de T. solium,
facilitando o estudo e a compreensdo dos processos inflamatorios locais e
sistémicos, a fim de se avaliar a resposta geral do hospedeiro frente a este

patogeno (Vaz et al. 1997).

A B C

81 cm

Figura 3: Aspectos macroscopicos de cisticercos de T. cracisseps
provenientes da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c fémeas apds 60
dias de infeccéo. (A) cisticerco em fase inicial; (B) cisticerco em fase larval e

(C) cisticerco em fase final.
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3. Introducéo a Imunologia

A resposta imune humana é tradicionalmente dividida em dois tipos:
imunidade inata ou natural e imunidade adaptativa ou adquirida (Figura 4). A
imunidade inata € a primeira linha de defesa do organismo e fazem parte desta
as barreiras anatdmicas e fisiolégicas, as células e os componentes humorais.
As barreiras anatbmicas e fisiolégicas sdo constituidas pela pele intacta, o pH
acido do estdbmago, lisozimas bacterioliticas nas lagrimas e salivas,
mecanismos mucociliares de limpeza das vias aéreas superiores e que sao
cruciais na defesa contra patdgenos. As células envolvidas na imunidade inata
incluem células de origem hematopoética e ndo hematopoética, como:
macrofagos, células dendriticas, mastécitos, neutrofilos, eosindfilos, mondcitos
células natural killer (NK) e células da pele como macréfagos e mastocitos,
células do trato respiratorio, gastrointestinal e geniturinario (Turvey et al. 2009).

Os macroéfagos foram inicialmente descritos como células fagociticas
responsaveis pela eliminacdo de patdégenos. Foi descoberto que a citocina
interferon gamma (IFNy) convertia macrofagos quiescentes em células com alta
capacidade de apresentacdo de antigenos, além de aumentar a producao de
citocinas pro-inflamatorias e mediadores tOxicos como as espeécies reativas do
oxigénio e do nitrogénio (ROS) como, por exemplo, o oxido nitrico (NO, do
inglés nitric oxide). Dessa forma, estes macréfagos se tornam aptos a eliminar
bactérias e principalmente patdgenos intracelulares. Tais células receberam o
nome de macrofagos classicamente ativados, pois exercem as funcdes
descritas acima e séo ativados pelo IFNy (Martinez et al 2009).

A Interleucina - 4 (IL-4), em contrapartida atua em macrofagos inibindo a
capacidade de produzir mediadores téxicos (espécies reativas do oxigénio e do
nitrogénio) e citocinas pro-inflamatoérias como a IL-1(3 e IL-8. Além disso, a IL-4
aumenta a expressdao de moléculas MHC classe Il (Complexo de
Histocompatibilidade Principal, do inglés, Major Histocompatibility Complex)
nestes macrofagos. Macrofagos ativados por IL-4 foram chamados de
macrofagos alternativamente ativados 0s quais expressam receptor fagocitico e
exercem atividades diferentes quando comparados com o0s macréfagos

classicamente ativados (Martinez et al 2009).
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Os componentes humorais da imunidade natural sdo proteinas do
complemento, proteina C reativa, pentraxinas, colectinas e os peptideos
antimicrobianos (AMPs do inglés antimicrobial peptides), que sdo responsaveis
por destruir agentes patogénicos no momento em que estes entram em contato
com o organismo (Holzl et al. 2008). Alguns exemplos de AMPs sao as
defensinas produzidas principalmente por leucécitos e que possuem a
habilidade de destruir a membrana celular de bactérias Gram negativas ou
Gram positivas, assim como as catelicidinas que compoem a maioria dos
granulos presentes em neutréfilos e tem mostrado acdo antimicrobiana efetiva
(Holzl et al. 2008).

Apesar dos mecanismos de defesa descritos acima, a imunidade inata
possui baixa especificidade reconhecendo os patdogenos por um numero
limitado de receptores, chamados de receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs, do inglés Pattern recognition receptor) (Holzl et al. 2008). No
entanto este numero limitado de receptores, é compensado pelo
reconhecimento de componentes microbianos chamados de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs, do inglés pathogen associated
molecular patterns), que sdo compartilhados pela maioria dos grupos de

agentes patogénicos (Turvey et al. 2009).
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pode ser dividido em dois tipos: (1) Imunidade inata (2) imunidade adaptativa
(Turvey et al. 2009)

A velocidade € uma caracteristica da imunidade inata, pois ap0s poucos
minutos de exposicdo ao patdgeno, esta comeca a gerar uma resposta
protetora. Além disso, a imunidade inata desempenha um papel central na
ativacao posterior da resposta imune adaptativa (Turvey et al. 2009).

A imunidade adaptativa € desenvolvida apenas apds a exposicdo ao
antigeno e envolve componentes celulares e humorais, sendo que os linfocitos
T e B séo as principais células de defesa que medeiam esta imunidade. Em
contraste com o numero reduzido de repertorio dos receptores utilizados pelas
células da imunidade inata, a imunidade adaptativa possui uma grande
diversidade de receptores sendo estes bastante especificos. O beneficio desta
diversidade de receptores é que a imunidade adaptativa é capaz de reconhecer
praticamente qualquer antigeno (Turvey et al. 2009). Apés o0 encontro com 0
patogeno, linfocitos T e B sofrerdo expanséo clonal e diferenciacdo, montando
uma resposta imune capaz de eliminar o patégeno invasor (Turvey et al. 2009).

Varios perfis imunes de células T ja foram caracterizados, dentre eles,

0s mais conhecidos séo os perfis Thl e Th2 (Th, do inglés T helper), os quais
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foram descobertos por meio de estudos em modelos murinos, caracterizados
com base nas citocinas sintetizadas (Mosmann et al, 1986; Mosmann & Sad,
1996). No entanto, existem outros, definidos recentemente como o perfil Th17 e
T regulador (Treg) ( Boyton et al.2002) (Figura 5).

A diferenciagéo dos linfocitos Th em Thl e Th2 ocorre a partir de uma
célula T naive precursora ou T auxiliar periférica (Thp), em resposta aos
estimulos fornecidos pela célula apresentadora de antigeno (APC, do inglés
Presenting Cell Antigen) no momento da apresentacdo do mesmo (Ansem et
al. 2009).

A diferenciacdo dos linfocitos Th é definida predominantemente pelas
citocinas do microambiente e pela interacdo do receptor de célula T com o
antigeno (Boyton et al.2002). O perfil Thl é caracterizado pela producéo de
IFNy e esta envolvido na imunidade celular a patdgenos intracelulares. A I1L-12,
produzida pelas células da imunidade inata, bem como o IFNy produzido pelas
células NK e células T, induzem a diferenciacdo do perfil Thl (Boyton et
al.2002).

A diferenciacdo do perfil Thl ocorre por meio da transcricdo do fator
STAT-4 (do inglés, signal transducer and activator of transcription 4), o qual
promove a expressao de multiplos genes, incluindo o gene de IFNy. O STAT-4
induz a transcricdo do fator T-bet, que promove a expressédo da cadeia [ do
receptor da IL-12, que por sua vez aumenta a responsividade a esta citocina, e
finalmente, antagoniza os mecanismos que induzem a diferenciagcao do perfil
Th2 (Figura 6) (Ansem et al. 2009).

As células do perfil Th2 produzem IL-4, IL-13 e IL-5 e participam na
imunidade humoral, ou seja, producdo de anticorpos em infec¢cdes helminticas
e outros patégenos extracelulares. Este perfil, por sua vez, é induzido pela
citocina IL-4, pois esta promove a transcricdo do fator STAT-6 (do inglés, signal
transducer and activator of transcription 6), que € responsavel pela expressao
do fator GATA-3 que pode diretamente ativar os genes da IL-4, IL-5 e IL-13,
além de inibir os mecanismos de diferenciacdo do perfil Thl (Figura 6) (Ansem
et al. 2009).

O perfil imune Th17 é induzido pelo fator transformador do crescimento

(TGFB do inglés transforming growth factor-beta), juntamente com IL-6, IL-21 e
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IL-23. Este perfil requer a ativacdo de um fator de transcricdo chamado RORyt
(ROR, do inglés retinoid-related orphan receptor) e a fosforilagdo do fator
STAT-3. O perfil Thl7 é caracterizado pela producdo de IL-17 e IL-22 e
participam na defesa contra bactérias e fungos extracelulares, principalmente
na superficie de mucosas (Chen et al. 2007).

Diante de tantos perfis de células T efetoras, € necessério que a
resposta imune seja regulada ou modulada para que haja o efetivo controle das
infeccbes e para a prevencdo de doengas auto-imunes. Para isto, as células T
reguladoras (Treg) exercem uma funcdo essencial na manutencdo da
homeostase imune, regulando as respostas T efetoras e assim prevenindo
seus potenciais efeitos patogénicos (Vignali et al.2008 ; Shevach 2009).

O perfil Treg é caracterizado pela expressao do fator Foxp3 (Fox, do
inglés forkhead box), o qual tem uma importante funcdo na manutencao deste
perfil (Hori et al. 2003; Fontenot et al.2003; Khattri et al.2003; Fontenot et
al.2005). As células T reg exercem funcdo supressora sobre as respostas Thl
e Th2, porém, ndo € claro se esta supressdo também acontece sobre as
células Th17 (Kanangat et al.1996; Kim et al. 2007).

Na imunidade adaptativa, os linfocitos T promovem a morte do agente
infeccioso ou da célula infectada, induzindo a apoptose, ou ativam células
vizinhas por meio de citocinas, sendo responsaveis pela imunidade celular. Os
linfécitos B, por sua vez, produzem 0s anticorpos que neutralizam o agente
infeccioso para sua posterior destruicdo, sendo responsaveis pela imunidade
humoral (Maglione et al. 2009).

A imunidade humoral é mediada por anticorpos secretados e a sua
funcao fisiologica € a defesa contra microrganismos extracelulares e toxinas
bacterianas. Os anticorpos sdo produzidos por linfécitos B que se diferenciam
em plasmaocitos e estdo presentes nas secre¢cdes mucosas, has quais agem
proporcionando defesa contra microrganismos ingeridos e inalados, e
frequentemente no sangue, de onde sdo capazes de circular para qualquer
local onde o antigeno esteja localizado (Abbas et al. 2005).

Cada molécula de anticorpo possui uma estrutura basica composta de
duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas idénticas, tanto as
cadeias pesadas quanto as cadeias leves possuem uma regido variavel (V) que

participa no reconhecimento dos antigenos e regiao constante (C), sendo que
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as regides C das cadeias pesadas desempenham as funcdes efetoras (Abbas
et al. 2005).

Os receptores para moléculas de imunoglobulina estdo presentes nos
macrofagos, neutroéfilos, células NK (do inglés natural killer), eosindfilos e
mastocitos. Estes receptores interagem com as regides Fc (fracdo cristalizavel
localizada na regido constante) das diferentes classes de imunoglobulinas e
promovem atividades como fagocitose, destruicdo de uma célula tumoral e
degranulacao de mastocitos (Roitt et al. 2003)

A resposta imune adapatativa auxilia a resposta inata na eliminacao dos
patdgenos e modula o perfil de macréfagos. Como referido acima, no perfil
Thl, a citocina IFNy promove a diferenciacdo de macréfagos classicamente
ativados e a resposta Th2 por meio da IL-4 induz a diferenciacédo de

macrofagos alternativamente ativados.
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Figura 5: Diferenciacéo dos perfis de células T (Jetten et al.2009)
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Figura 6: Fatores de transcricdo e diferenciacdo dos perfis de células Thl e
Th2 (Biedermann et al. 2003)

3.1 Imunologia aos helmintos

Na imunidade inata os fagdcitos atacam helmintos, secretando
substéancias microbicidas para destruir organismos que sao muito grandes para
serem fagocitados. No entanto, muitos desses parasitos possuem o tegumento
espesso, 0 que 0s torna resistentes a este mecanismo microbicida dos
macrofagos e neutrofilos. A resposta imune adaptativa contra muitas infeccdes
helminticas é mediada pela ativacdo de linfécitos Th2, a qual resulta na
producdo de anticorpos IgE e na ativacdo de eosindfilos. Essas respostas séo
atribuidas a propenséao dos helmintos de estimular a subpopulacéo de linfocitos
Th2, as quais secretam IL-4 que estimula a producdo de IgE e a IL-5 que
estimula o desenvolvimento e a ativacao de eosindfilos (Abbas et al. 2005).

Os anticorpos IgE se ligam a superficie dos helmintos e os eosinoéfilos
entdo aderem por meio de receptores FcRe (receptores que se ligam a regiao
C da IgE), sendo ativados para secretar granulos com enzimas que destroem
0s parasitas (Abbas et al. 2005).

Os helmintos sdo chamados de imunorreguladores “mestres”, pois
induzem respostas Th2 e estimulam células T reg e macréfagos
alternativamente ativados (Hewitson et al. 2009). As respostas Th2 aos

helmintos sdo mediadas por interleucinas como IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-21, IL-
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25 e IL-33, que levam a mecanismos efetores que incluem producédo de IgE,
ativagdo de mastocitos, eosinofilos, basofilos, contracdo da musculatura lisa e
producdo de muco intestinal. Os helmintos também induzem supressao
sistémica da imunidade inata e adquirida, talvez induzirem a expansédo de
células T reg (CD4+ CD25+) que produzem IL-10 e ou TGF@3, ou outro tipo de
célula T, incluindo células T CD8+ com atividade supressora independente de
citocinas (Jackson et al. 2008).

Estudo com helmintos intestinais mostraram que citocinas indutoras da
resposta Th2 sdo importantes para o desenvolvimento da imunidade protetora,
pois no ambiente intestinal as interleucinas, IL-3, IL-9, IL-4, e IL-13 atuam em
mastocitos, células epiteliais ndo linfoides e células caliciformes induzindo
expulsdo do parasito por meio de reacdes fisiolégicas, como producédo de muco
e hipercontratilidade muscular (Maizels et al. 2004)

As respostas imunes adquiridas aos parasitos também podem contribuir
para a lesédo tecidual. Alguns parasitos e seus produtos induzem respostas
granulomatosas com fibrose concomitante como por exemplo os granulomas
formados ao redor dos ovos de Schistosoma mansoni. Na esquistossomose, a
resposta imune Th2 exerce uma grande influéncia na sobrevivéncia do
hospedeiro, pois as citocinas Th2 modulam a reacdo inflamatdria excessiva
prevenindo o dano tecidual. Isto foi observado em camundongos C57BL/6
deficientes em IL-4, que morreram apdés 8 semanas de infeccdo com S.
mansoni devido a uma incontrolada producdo de TNFa, o que leva a uma
reacdo inflamatoria intensa. Neste contexto, a resposta imune Th2, protege o
hospedeiro ndo somente frente a infeccdo, mas também previne o prejuizo
tecidual causado pela reacdo inflamatéria intensa mediada por células Thl
(Maizels et al. 2004).

A protegdo contra infecgbes helminticas intestinais ndo €
consistentemente restrita a IL-4, pois outra citocina Th2, a IL-13 pode se ligar a
uma das cadeias do receptor da IL-4, tornando possivel a sinalizacdo por meio
deste receptor, pois ambos possuem a cadeia alfa em comum que esta
presente em outras células que nao sao linfocitos T, como células epiteliais do
pulmdo e intestino, macréfagos e linfécitos B, mediando os mecanismos
protetores a esta infeccéo (Finkelman et al. 1997). A IL-13 € menos importante

que a IL-4 na regulacdo de respostas T e B e pode ser mais importante na
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inducéo de contracdo do musculo liso e aumento da producdo de muco pelas
células caliciformes intestinais, levando a eliminacdo de varios tipos de
helmintos gastrointestinais (Finkelman et al. 1999).

As células da imunidade inata como os neutréfilos e macréfagos também
sdo muito importantes no inicio das fases efetoras de respostas Th2, pois uma
vez ativadas, estas promovem a expansao e sustentam a populagéo de células
Th2 efetoras. Esta interrelacdo resulta na acdo coordenada de células que
agem contra o helminto invasor (Anthony et al. 2007). Os helmintos sé&o
conhecidos por induzirem aumento evidente de eosindfilos na corrente
sanguinea, 0s quais migram rapidamente para o sitio da infeccao, liberando
seus granulos proteicos (Rodriguez-Sosa et al. 2004). A importancia dos
eosinofilos foi avaliada por meio do blogueio ou inibicdo da IL-5, citocina
produzida por células Th2 necessaria para a ativacdo e recrutamento de
eosindfilos. Os estudos demonstraram que mesmo sem IL-5 e numero
diminuido de eosindfilos, houve resisténcia a uma variedade de helmintos. Os
basotfilos também sdo células que aumentam em ndmero na corrente
circulatoria apos uma infecgédo helmintica, sendo os basofilos e os eosindfilos a
maior fonte de IL-4 nas fases iniciais da resposta Th2, sugerindo que eles
promovam o seu desenvolvimento e recrutamento para os sitios da inflamacéo
(Min et al. 2004; Shinkai et al. 2002).

Os neutréfilos sao ativados e recrutados durante a invasao tecidual por
helmintos, e relatos tém indicado sua fungdo importante, na defesa contra
larvas de Strongyloides stercoralis, que na auséncia de outros tipos celulares
geralmente sdo conhecidos como componentes importantes na resposta Th2,
que cooperam com outras populacdes de ceélulas, incluindo eosinofilos e
macréfagos durante uma infeccao helmintica (Galioto et al. 2006).

Macréfagos sdo convencionalmente associados com respostas Thl nas
infeccbes virais e bacterianas, sendo neste caso, macrofagos classicamente
ativados, pois atuam na destruicdo de microrganismos por meio de vias que
sdo dependentes da sintese de NO (Mantovani et al. 2005). No entanto, varios
estudos tém demonstrado a presenga de macrofagos ativados de uma forma
alternativa, ou seja, pelo estimulo de citocinas como IL-4 ou IL-13. Apés a
ativacdo estes macréfagos aumentam a expressdo de arginase -1, receptor

para manose (CD206), receptor a para IL-4 (IL-4Ra) e sdo rapidamente
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recrutados para os sitios da infeccdo durante respostas Th2 a helmintos
(Anthony et al. 2006; Hesse et al. 2001).

Os macréfagos alternativamente ativados parecem ter trés funcdes
principais, que sdo a regulacdo da resposta imune, a resisténcia a invasao
parasitaria e a cicatrizagdo por meio do reparo da matriz e pela liberacdo de
citocinas e fatores de crescimento angiogénicos que promovem a fibroplasia no
local (Anthony et al. 2007). Em relac&o a regulacédo da resposta imune, estudos
prévios indicam que macréfagos de granulomas ao redor de ovos de
Schistosoma mansoni podem suprimir linfocitos Thl. Além disso, macréfagos
reguladores Grl+F4/80+ tém sido identificados, quando a inflamac&o aguda
exacerbada € amplamente controlada por macréfagos alternativamente
ativados, demonstrando seu potencial regulador (Anthony et al. 2007).

Os granulomas sé&o tradicionalmente associados a uma resposta
inflamatoéria Thl que se desenvolve em volta do microrganismo ou parasito
invasor. Em infecgdes murinas experimentais com S. mansoni, a resposta
imune inicial durante as primeiras quatro a seis semanas de infeccdo mostra
uma resposta moderada Thl gerada contra helmintos adultos, a qual é
caracterizada pelo aumento dos niveis de citocinas proinflamatorias, tais como
TNFa, IL-1, IL-6 e IFNy, porém, logo apG0s a postura dos ovos a resposta imune
sofre uma dominante polarizacdo para Th2, caracterizada pelo aumento da
expressao de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, ou seja, a resposta imune desenvolvida
difere de acordo com a fase de desenvolvimento do parasito (Anthony et al.
2007).

Estudos com IL-4 e IL-13, em infeccdo experimental com S. mansoni
demonstraram que a IL-4 direciona o desenvolvimento de resposta
granulomatosa, sendo responséavel por determinar o tamanho do granuloma,
induzindo a prolifera¢do de linfécitos Th2 produtores de citocinas IL-5 e IL-13. A
IL-13 é a citocina responsavel pela fibrose hepatica ocasionada pelo parasito e
também possui um efeito sinérgico com a IL-4 no estabelecimento de um
granuloma rico em eosindfilos e com perfil Th2 dominante (Burke et al. 2009).

O papel das citocinas Thl nos granulomas e fibrose formados ao redor
dos ovos de S. mansoni ainda nao esta definido, porém experimentos com

camundongos deficientes para o gene de IFNy, a principal citocina Thl, ou
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tratados com anticorpo anti - IFNy na esquistossomose por S. japonicum,
mostraram que o IFNy é importante no desenvolvimento de granulomas e
contribui para o recrutamento de neutrofilos (Burke et al. 2009). Com S.
mansoni os resultados foram conflitantes, com reduzido aumento ou nenhuma
mudanca no tamanho do granuloma dos animais deficientes em IFNy quando

comparados com camundongos selvagens (Burke et al. 2009).

3.2 Imunologia da cisticercose experimental por T. crassiceps.

Alguns estudos da resposta imune de camundongos a infeccdo por
cisticercos de T. crassiceps vém sendo feitos, enfocando tanto a resposta nas
primeiras semanas de infeccdo quanto em periodos mais avancados (Padilla et
al. 2001).

A cisticercose experimental tem sido utilizada para explorar a funcao dos
fatores bioldgicos envolvidos na suscetibilidade do hospedeiro, como fatores
genéticos e a condicdo imune que afetam o crescimento parasitario. Além
disso, a suscetibilidade a infecgcdo por T. crassiceps em camundongos é
associada ao género. Foi demonstrado que camundongos fémeas sao mais
suscetiveis & infeccdo, pois alta concentracdo de estrogeno pode estar
envolvida em um mecanismo imunoenddcrino usado pelo parasito para manter
um ambiente permissivo para o seu rapido crescimento (Larralde et al. 1995).

Camundongos BALB/c séo particularmente suscetiveis a infeccao larval
com T. crassiceps com predominante resposta Th2. Ao contrério,
camundongos C57BL/6 s&o conhecidos por serem geneticamente resistentes a
infeccdo com larvas de T. crassiceps (Terrazas et al. 2008). Fragoso et al.
(2008) observaram que camundongos BALB/c permitem o0 crescimento
parasitario, enquanto camundongos C57BL/6 conseguem restringir a
proliferagao do parasito.

Na cisticercose experimental, as respostas imunes, que controlam o
crescimento larval, sdo respostas mediadas por linfécitos T, enquanto
anticorpos nao tém sido decritos participando significativamente na imunidade
protetora (Hermanek & Prokipic 1989). A resposta Th2 induzida em
camundongos BALB/c, depende da sinalizacdo via STAT-6 (por meio dos

receptores IL-4 / IL-13), a qual tem um papel importante na promocao de
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imunidade protetora contra muitos helmintos. No entanto isto nao foi
evidenciado em camundongos BALB/c deficientes em STAT6 (STAT-6-/-) que
demonstraram um progressivo aumento no numero de cisticercos na cavidade
peritoneal. Interessantemente a medida que a infeccdo progredia, o0s
camundongos que nao eram deficientes para o gene de STAT6 (STAT-6+/+)
apresentaram significante aumento na carga parasitaria quando comparados
com STAT6 -/- que controlaram satisfatoriamente a infeccdo, demonstrando
que a sinalizacao via STAT6 foi envolvida na suscetibilidade da infeccéo por T.
crassiceps em camundongos BALB/c (Terrazas et al. 2008).

A resposta Thl na infeccdo experimental por T. crassiceps foi estudada
para verificar se esta estaria envolvida com a resisténcia ou suscetibilidade a
esta doenca. Para tal foram utilizados camundongos deficientes para o gene de
STAT4 (STAT 4 -/-), que quando infectados intraperitonealmente com
cisticercos de T. crassiceps desenvolveram resposta Thl fraca, com aumento
da carga parasitaria, ao passo que camundongos que nao eram deficientes
para o gene de STAT4 (STAT 4 +/+) foram capazes de controlar a infeccéo.
Isto sugere que a resposta Thl dependente de STAT 4 estd envolvida na
protecdo da cisticercose experimental. Por outro lado, uma resposta Th2,
mediada por STAT 6 facilita a sobrevivéncia do parasito (Rodriguez-Sosa et al
2002).

Outro estudo mostrou que a medida que a infeccao intraperitoneal com
cisticercos de T. crassiceps progride, a resposta imune € polarizada para Th2,
refletindo a habilidade deste parasito e seus antigenos para induzir resposta
Th2 (Terrazas et al. 1998). Isto provavelmente se deve a habilidade que estes
parasitos tém de evadir e modular a resposta imune do hospedeiro, pois para
sua sobrevivéncia, 0s parasitos empregam uma variedade de estratégias
como, os produtos excretados e secretados (E/S), liberados pelos parasitos,
induzem resposta imune antiparasitaria, bem como modificam a funcédo das
células imunes. A paramiosina inibe a via classica do complemento, ja a
taeniaestatina inibe tanto a via classica como alternativa do complemento e,
além disso, também inibe algumas proteases do hospedeiro, como a tripsina.
As prostaglandinas E2 (PGE2) também tem sido isolada como produtos
excretados e secretados de cisticercos de Taenia sp, e este mediador lipidico

inibe a geracédo de citocinas Thl (Leid et al. 1983; Katamura et al. 1995).
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Os cisticercos de T. crassiceps liberam alguns produtos in vitro que
possuem a habilidade de suprimir as respostas de linfécitos T, diminuindo a
producdo de IFNy e IL-4, mas ndo de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria
(Spolski et al. 2000). Os helmintos também expressam moléculas homadlogas
ao TGF-B e ao receptor da superfamilia do TGF-f como observado em fases
adultas de Brugia malayi, que secretam uma proteina homoéloga do TGF-f3 do
hospedeiro (Gémez — Escobar et al. 2000). O homdlogo recombinante, pode
unir-se ao receptor do TGF- no hospedeiro que, juntamente com a IL-10 induz
a geracao de ceélulas reguladoras (McSorley et al. 2008).

De acordo com Toenjes et al (1999), altos niveis de IFNy e IL-4 no soro
durante a infeccao cronica evidenciam a existéncia de uma resposta sistémica
mista Th1/Th2, sendo este um dos paradoxos da imunologia da cisticercose
experimental, pois embora o IFNy induza relativa resisténcia na fase inicial da
infeccdo, durante a fase cronica, ndo possui efeito aparente sobre o numero de
parasitos.

Para provar a hipétese de que a resposta imune local é polarizada para
Th2 e a resposta sistémica € uma reposta mista Thl/Th2, os estudos de
Toenjes et al (1999 e 2003) foram feitos para detectar a producao de citocinas
nas fases iniciais da infeccao intraperitoneal com cisticercos de T. crassiceps,
em células do baco, linfonodos e células do exsudato peritoneal (CEP). No
inicio da infec¢cdo houve aumento significante na producdo de IL-4, IFNy e IL-
10. Esta ultima atua suprimindo a resposta Thl pelas células esplénicas e do
linfonodo, que incluem uma populacao de células que produz IFNy em resposta
a antigenos larvais. As respostas das ceélulas do exsudato peritoneal aos
antigenos do parasito exibem uma resposta inicial mista Th1/Th2. Diferentes
respostas imunes ocorrem em localizagbes anatdmicas distintas, sugerindo que
a resposta imune sistémica € uma soma dos tipos de respostas imunes em
diversos locais.

Durante a infeccdo, algumas mudangcas podem ser detectadas
localmente. Na cavidade peritoneal, por exemplo, inicialmente ocorre o
recrutamento de linfécitos e mondcitos. A medida que a infeccdo progride
observa-se aumento de eosinofilos, neutrofilos e macréfagos (Terrazas et al.

2008). No entanto, os macréfagos recrutados apos 3 semanas de infec¢do sao
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morfologicamente distintos, expressam diferentes marcadores de superficie,
tém a producdo de citocinas e a expressao génica modificada, quando
comparados com macrofagos recrutados durante a fase aguda da infeccéo
(Terrazas et al. 2008). Os macrofagos recrutados no inicio da infec¢do sao pro-
inflamatoérios de acordo com a producdo de altos niveis IL-12 e NO, os quais
estdo relacionados com o controle do crescimento larval na cisticercose
experimental. Na fase crénica os macrofagos produzem altos niveis de IL-6 e
PGE; e a producéo de IL-12 e NO € suprimida. Além disso, estes macréfagos
foram capazes de ativar células T CD4+ a produzir IL-4, mas ndo IFNy, sendo
estes macrofagos associados a um estado alternativo de ativacéo (Terrazas et
al. 2008). A presenca de alta expressao de CD23, receptor para quimiocina 5
(CCR5) e receptor para manose (MR) /CD206 na superficie dos macréfagos e
lectinas tipo C (MMGL1 e 2)/ CD301, além de arginase 1, membro da familia da
quitinase encontrada no sitio inflamatério (Fizz-1), Lectina com afinidade para
quitina (Ym-1) e receptor expresso em células mieléides (TREM-2) confirmam
que estes macrofagos séo alternativamente ativados (Terrazas et al. 2008).

Padilla et al. (2001) avaliaram a evolucédo do processo inflamatério e os
tipos celulares existentes, no decorrer da infeccdo com cisticerco de T.
crassiceps, por meio da analise da suspenséao celular do lavado peritoneal de
camundongos infectados. Foi observado que em torno da oitava semana de
infeccdo, o total de leucdcitos atingiu um nivel maximo, retornando ao normal
na 252 semana. Os eosindfilos foram os leucdcitos mais frequentes durante
toda a infec¢éo, aumentando rapidamente na segunda semana, mas com picos
variados até a oitava semana. Estas células decresceram para a metade dos
niveis maximos na 252 semana de infeccdo. Os macréfagos aumentaram na
segunda semana, retornando aos niveis normais na 152 semana de infeccao.
Os linfocitos atingiram o pico na sexta semana de infeccdo, retornando ao
normal na 152 semana. Baséfilos e neutrofilos foram escassos em todo o
decorrer do processo inflamatorio.

Na neurocisticercose a morte do cisticerco resulta no influxo de células
inflamatdrias e formagdo de granuloma, que € um processo inflamatério
caracterizado por rapida e temporaria cascata de citocinas e quimiocinas e
outras moléculas sinalizadoras que limitam a infeccdo ou restringem o dano

tecidual, mas também recrutam um importante nimero de células imunolégicas



39

para o sitio infeccioso. No entanto, a ativagdo exacerbada ou a faléncia da
imunomodulagdo dessas respostas contribuem para estados de doenga aguda
ou desordens inflamatorias cronicas (Terrazas et al. 2008).

A morte do cisticerco na neurocisticercose € provavelmente iniciada pela
secrec¢do de citocinas Thl, o que resulta no influxo de mondcitos e macréfagos.
Acredita-se que dentro do granuloma, o IFNy estimula macrofagos a eliminar
cisticercos por meio da ativacdo da enzima fagdcito—oxidase e producdo de
ROS e metabolitos dos reativos do nitrogénio como o NO, os quais podem
destruir o parasito. Macrofagos e linfocitos T foram encontrados intimamente
localizados na camada fibrosa do granuloma, enquanto que eosinofilos foram
incomuns em granulomas murinos e humanos (Terrazas et al. 2008). Em
pacientes com neurocisticercose foi descrito que ha uma resposta inicial Thil,
que eventualmente se desenvolve para um padrdo misto Th1/Th2 interligado
com a formacao do granuloma, fibrose e angiogénese (Restrepo et al. 2001).

A fim de caracterizar o perfil imune observado em granulomas formados
em modelos de cisticercose intraperitoneal experimental, Robinson et al (1997)
realizaram a deteccao das citocinas. Estes autores observaram que a resposta
imune Thl era predominante no inicio dos granulomas. Por outro lado, a IL-4
(resposta Th2), juntamente com a resposta Thl, foi identificada em granulomas
tardios apds a destruicdo do parasito, evidenciando que as células produzem
um perfil misto de citocinas Thl e Th2. Esses dados sugerem uma resposta
imune temporal a qual inicia-se como Thl, causando a destruicdo do parasito,
sendo, portanto importante na resisténcia da infeccdo larval. Ap6s a sua
destruicdo, a IL-4 é expressa, sugerindo que a mesma pode atuar na
modulacdo da resposta inflamatéria (Robinson et al. 1997).

Recentemente, tem sido hipotetizado que neuropeptideos podem regular
a expressao de citocinas em granulomas na cisticercose (Robinson et al.
2002). A substancia P é um polipeptidio produzido por células endoteliais,
fibras nervosas e células do sistema imune, envolvido na transmissao da dor.
Este neuropeptideo € expresso mais comumente no inicio da formacédo dos
granulomas, quando observa-se um padréo de citocinas Thl predominante. A
somatostatina, outro neuropeptideo medeia a analgesia por meio da inibicdo da
dor. Esta € expressa em granulomas mais tardios, associada com citocinas

Th2. Além disso, a substancia P estimula a producéo de IFNy e outras citocinas
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pré - inflamatérias como IL-1B3, e TNF a (Ryu et al. 2000; Rameshwar &
Gascon 1995; Berczi et al. 1996).

Uma modulagdo temporal da resposta imune semelhante & observada
no modelo de cisticercose intraperitoneal, foi notada em granulomas
associados a esquistossomose, nos quais, no inicio ao redor dos ovos de S.
mansoni, ocorre a producao tanto de IFNy como de IL-4, seguida pela
polarizacdo predominante do perfil Th2 apdés a modulacdo da resposta imune
inicial (Robinson et al. 1997).

A imunidade celular descrita frente a infeccdo humana por T. solium é
uma resposta inflamatdria abundante, na qual granulomas iniciais sao
predominantemente associados com uma resposta Thl e com uma grande
presenca de neutrofilos, macrofagos, células natural killer (NK) linfécitos, Tyd, T
ap e células B. Por outro lado, granulomas tardios refletem um padrdo de
resposta imune mista Th1/Th2 (Prasad et al. 2008). A resposta imune também
€ associada a sintomatologia, pois células provenientes de pacientes com
neurocisticercose inflamatéria mostraram uma predominancia de resposta Th1,
enquanto aqueles provenientes de pacientes com neurocisticercose nao
inflamatéria desenvolveram uma resposta mista Th1/Th2. Por sua vez, a
resposta imune humoral relacionada a neurocisticercose é associada a
magnitude da infeccdo sendo maior em pacientes com multiplos cistos, quando
comparados com pacientes infectados com cisto unico (Bueno et al. 2004). As
respostas mediadas por anticorpos foram associadas a intensidade e a
duracdo da infeccdo. Na neurocisticercose varias imunoglobulinas foram
detectadas, destacando-se IgG, IgM, e pouca IgE sendo que a IgG € o isotipo
mais frequentemente presente no soro, liquido cefalorraquidiano e saliva, o que
sugere uma infeccéo a longo prazo (Corona et al. 1986; Luis et al. 1998).

Acredita-se que um dos desafios dos pesquisadores que estudam
cisticercose, seja elucidar o perfil imune necessario para limitar o crescimento
parasitario, mas ao mesmo tempo reduzir o dano tecidual e organico ao hospe
deiro. Para isto, o presente estudo propde um modelo experimental no
subcutaneo, semelhante ao que ocorre em seres humanos e em animais. Este
modelo, além de ser inédito, possibilita uma comparacdo com a cisticercose

humana causada por T.solium, que também é predominante no subcutaneo.
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Verificamos o papel da citocina IFNy, principal citocina Thl, em camundongos
de uma linhagem e género geneticamente resistentes (C57BL/6 -machos) e em
camundongos deficientes em IFNy (C57BL/6 - IFNy -KO -machos) buscando
desta forma, entender se esta citocina esté relacionada com a resisténcia desta
linhagem a cisticercose subcutédnea experimental, e assim, juntamente com
outras avaliacdes, entender o tipo de resposta imune formada neste modelo

experimental.
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OBJETIVOS
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Objetivo geral

Caracterizar a resposta imune (local e sistémica) em camundongos
C57BL/6 convencionais e deficientes do gene do IFNy (IFNy-KO), decorrente

da infeccéo no subcutaneo por cisticercos de Taenia cracisseps.

Objetivos Especificos

Avaliar a quantidade de leucdcitos pela leucometria total e contagem
diferencial.

Avaliar o hemograma para verificacdo de possiveis alteracdes na série
vermelha.

Avaliar processos patolégicos gerais presentes no subcutaneo infectado.

Avaliar as alteracdes na presenca das células mononucleares CD301+
do sistema imunolégico, no subcutaneo de animais infectados, por meio de
imunoistoquimica.

Avaliar a concentracao sérica das citocinas Interferon vy, Interleucina-4,

Interleucina-12 associadas ao processo inflamatorio sistémico.



MATERIAL E METODOS
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1. Animais.

Foram utilizados camundongos machos isogénicos das linhagens
C57BL/6 deficientes ou ndo do gene do IFNy (IFNy - KO) com 8 a 12 semanas
de idade, pesando de 20 a 30 gramas, fornecidos e mantidos em gaiolas
apropriadas de 20 cm x 30 cm no Biotério do IPTSP-UFG. Foi oferecida racéo
para camundongos autoclavada, e agua acidificada e autoclavada ad libitum. A
luminosidade foi controlada por fotoperiodo de 12 horas e a temperatura,
intensidade de ruido e a umidade relativa do ar foram as do ambiente geral.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa medica
Humana e Animal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias,
protocolo niamero 021/08.

Foram utilizados quatro grupos de camundongos, distribuidos
aleatoriamente, contendo 12 camundongos cada: Grupo 1 — camundongos
C57BL/6 infectados com cisticercos de T. crassiceps; Grupo 2 — camundongos
C57BL/6 IFNy-KO infectados com cisticercos de T. crassiceps; Grupo 3 —
camundongos C57BL/6 inoculados com solugdo salina tamponada com
fosfatos (do inglés, Phosphate Buffered Saline) e; Grupo 4 — camundongos
C57BL/6 IFNy - KO inoculados com PBS.

2. Manutencdo do ciclo experimental e inoculo dos ¢  amundongos
C57BL/6 e C57BL/6 IFN y-KO com cisticerco de Taenia crassiceps .

A cepa ORF é mantida no Biotério do IPTSP-UFG, por passagens
intraperitoneais sucessivas, a cada 90 dias, em camundongos fémeas BALB/c
de oito a 12 semanas de idade, desde 2002, de acordo com Vaz et al. (1997).

Os camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IFNy-KO foram inoculados com
10 cisticercos em fase inicial no subcutaneo da regido dorsal. Foram utilizados
10 parasitos em suspensdo, com volume minimo de 0,2 mL de PBS. Nos
animais controles foi inoculado apenas PBS (0,2 mL).

Nos dias experimentais 7, 30, 60 e 90, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com 0,1g/mL da solugéo de Xilazina a 2% e Cetamina a
10%. ApOs a anestesia foi realizada puncado intracardiaca para obtencdo de
sangue total e soro para analise hematologica e dosagem de citocinas.

Posteriormente, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical,



46

para a coleta do subcutaneo e subsequente analise anatomopatolégica. Foram
utilizadas duas repeticdes sendo trés animais infectados e trés animais controle

em cada dia experimental.

3. Analise Hematoldgica.

Nos dias experimentais pré estabelecidos foi coletado o sangue dos
animais, sendo utilizado como anticoagulante heparina sodica 25.000 U.l./mL.
Desta forma, obtivemos sangue total, para a analise hematoldgica (contagem
de hemécias, hemoglobina, hematdcrito, Volume corpuscular médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular média (HCM), Concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e contagem de plaquetas), realizada parcialmente
por procedimentos automatizados, de acordo com as técnicas de rotina do
laboratorio de patologia clinica do Hospital Aradjo Jorge (HAJ/ACCG). Também
foram confeccionados esfregacos sanguineos para a contagem diferencial dos

leucocitos.

4. Andlise anatomopatoldgica.

A analise anatomopatoldgica compreendeu o estudo macroscopico e
microscopico dos processos patoldgicos presentes no subcutaneo decorrentes
da infecgdo pelo cisticerco de T.crassiceps. Para tais andlises, foi coletado
ap0s a eutanasia dos camundongos, por meio de deslocamento cervical, o
subcutédneo adjacente ao local da implantacdo dos cisticercos. Seguiu-se a
documentacdo fotografica do mesmo por uma maquina fotografica digital
acoplada a uma lupa. Uma vez coletado, o subcutaneo foi fixado em formalina
tamponada a 10% e processado para inclusdo em parafina. As laminas foram
coradas pela técnica hematoxilina e eosina (HE) e picro-sirius para analise do
coldgeno. A andlise patoldgica foi realizada observando-se a presenca ou
auséncia do parasito, fases de desenvolvimento, presenca ou auséncia e
preservacao de suas membranas e infiltrado inflamatério presente no parasito,
discriminando qual tipo celular predominante, e sua intensidade. Na interface
parasito-hospedeiro, 0s processos patoldgicos analisados foram: 1) alteracdes
da célula; 2) alteracbes do intersticio; 3) alteracbes locais da circulacéo
sangiinea; 4) pigmentacdes patologicas; 5) calcificacdo patologica; 6) edema e

7) inflamacgéo.
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Para a caracterizagdo dos granulomas foi considerada a presenca de
leucdcitos exsudados, em especial, os macrofagos, formando agregados
celulares ao redor do parasito. Os granulomas foram classificados em
granuloma primario ou exsudativo, secundario ou necrotico - exsudativo e
terciario ou produtivo. Granuloma primario foi caracterizado por aglomerado de
macrofagos ao redor do parasito, o granuloma secundario foi caracterizado por
uma zona de necrose de extensao variavel, zona de exsudacdo celular,
presenca de células epitelidides e o granuloma terciario foi caracterizado por
apresentar uma menor area de necrose e exsudacgdo celular diminuida com
proliferagéo conjuntiva predominante (Brasileiro Filho, 2006).

As alteracdes patoldgicas foram classificadas de forma semi-quantitativa,
seguindo os seguintes critérios: ausente, discreta com comprometimento de até
25% da area, moderada de 26 a 50% e acentuada maior de 50%. A andlise
microscépica para caracterizacdo da resposta inflamatodria local foi feita em
diferentes periodos apds a infeccdo como descrito anteriormente (Lino-Junior
et al. 2002).

A analise da fibrose foi realizada em lamina corada pelo picro-sirius
examinada sob luz polarizada, com objetiva de 40x, de acordo com o0s critérios

pré - descritos para analise dos processos patoldgicos (Lino-Junior et al. 2002).

5. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinacao de IFNy, IL-4 e IL-
12p40.

A deteccao das citocinas IFNy, IL-12p40 e IL-4 no soro foi realizada por
meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA). A técnica consistiu na utilizacdo de
anticorpos monoclonais para captura de IL-12 (o clone C17.8 a 5 pug/mL de
PBS,); IFNy (o clone XMG 1.2 a 5 pg/mL em PBS); IL-4 (11B11 a 10 pg/mL em
PBS). Estes foram dispostos, no volume de 80 pL, nos pocos das placas para
ELISA (CORNING, NY, EUA), que foram mantidas a 4 °C, por 24 h. Em
seguida, as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-Tween 20 a 0,04 % e
incubadas com solugéo de bloqueio (soro bovino fetal (SBF) a 3% em PBS),
200 pL/poco, por 1 h, a 37 °C. As placas foram lavadas novamente em PBS-
tween 20 e foram adicionados 80 pL dos soros puros equivalente a cada

animal. Para as curvas padrdes, foram adicionadas as citocinas murinas
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recombinantes IFNy, IL-4 e IL-12p40, (R&D SYSTEMS, MINNEAPOLIS, MN,
EUA), em dilui¢cdes sucessivas a 1:2 em meio RPMI completo, na concentracdo
inicial de 10 ng/mL. As placas foram mantidas a 4 °C por 24 h, sendo em
seguida, lavadas novamente com PBS-tween 20. Os anticorpos monoclonais
acoplados a biotina para IL-12 (o clone C15.6 a 5 pg/mL de solucdo de
bloqueio), IFNy (o clone ASN-18 a 5 pug/mL de solucdo de bloqueio); IL-4 (o
clone BVD6 a 5ug/mL em solugdo em bloqueio) foram adicionados as placas
(80 pL). Apds 2 h a temperatura ambiente (T.A), as placas foram lavadas com
PBS-tween 20 e foram adicionados 80 pL de streptoavidina-peroxidase
(SIGMA) diluida 1:2.000 em solucéo de bloqueio. Apds 1 h de incubacéo (T.A),
as placas foram lavadas 10 vezes com PBS-Tween 20 e entdo foram
adicionados 80 pL da solucdo de substrato, composta de O-fenilenodiamina
diclorada (OPD, SIGMA) a 5 mg/mL em tampéao citrato-fosfato pH 5,0,
acrescida de 5 pL/mL de peroxido de hidrogénio 30 volumes. As placas foram
mantidas ao abrigo da luz durante 10 a 30 min (T.A.) e a reacéo colorimétrica
foi interrompida com 50 pL de solucdo de acido sulfurico a 2 N. A densidade
Optica (D.O.) foi detectada por leitor de microplacas Thermo Labsystems, com
filtro de 492 nm e filtro de referéncia de 620 nm (Oliveira et al. 2000; Oliveira et
al. 2005).

6. Analise dos tipos celulares por imunoistoquimica

Foi feita a fenotipagem de macrofagos no sitio do inoculo (regiao
subcuténea) pela técnica de imunoistoquimica, para esta determinacédo foram
utilizados anticorpos monoclonais ER-MP23, cujos hibridomas foram cedidos
pelo Dr. Pieter J M Leenen (Centro Médico Universitario de Erasmo de
Roterdd, Holanda) para a marcacdo de células que apresentam em sua
superficie o receptor CD301.

Para a realizacdo da técnica de imunoistoquimica e identificacdo dos
tipos celulares, as laminas obtidas por meio de cortes histolégicos, foram
colocadas na estufa por 15 minutos, para retirar a parafina e, em seguida foram
submetidas a 3 banhos em xilol por 10 minutos cada, com 0 mesmo intuito de
retirar a parafina. Apds estes banhos em xilol, os cortes foram hidratados
gradativamente em &lcool absoluto, 95%, 80% e 70% por 2 minutos,

respectivamente e sucessivamente, deixando secar completamente.
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Apés este processo, as laminas foram submetidas ao processo de
recuperagdo antigénica térmica em panela a vapor (Steam Cuisine), onde
foram imersas em tamp&o TRIS-EDTA pH 8.9 durante 30 minutos, & 95° C.

ApOs a recuperacdo antigénica, foi realizada o bloqueio da peroxidase
enddgena, com 50 pL de solugédo de 4gua oxigenada a 3% durante 10 minutos.
Apéds a incubacao os cortes séo lavados 3 vezes com PBS e as laminas sao
secadas com papel absorvente. Em seguida foi feito o bloqueio protéico com
solucéo de leite molico a 1% (0,5 g de leite em p6 molico em 50 mL de PBS 1x)
pipetando-se 50 uL em cada corte e incubando durante 30 minutos.

ApOs a incubacgéo com o bloqueio, foram adicionados 50uL do anticorpo
ERMP23 na concentracdo de 1ug/mL, diluido em solucdo bloqueio molico a 1%
deixado a temperatura ambiente em camara Umida durante cerca de 18 horas
(overnight).

ApoOs a incubacédo, as laminas foram lavadas 3 vezes com PBS Tween
20 e secadas ao redor do corte com papel absorvente. Apés a secagem, foram
adicionados 50 pL de estreptoavidina-peroxidase diluida (1:300) em solugéo
bloqueio leite molico a 1% e as laminas foram incubadas a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apés a incubacao as laminas foram lavadas 5 vezes
com PBS Tween 20 e secadas ao redor dos cortes com papel absorvente;
foram adicionados 50 uL de DAB liquido (DAKO). A reacao foi encerrada com
agua destilada que escorreu por toda a lamina, por 5 segundos. Os cortes
foram contracorados com hematoxilina por 10 segundos e em seguida as
laminas foram mergulhadas dentro de um béquer com agua destilada para
retirar o excesso de corante. Para analise microscopica foi adicionado sobre a
lamina uma gota de entelan e a laminula para observar os tecidos ao
microscopio de luz.

As células CD301+ foram classificadas de forma semi-quantitativa,
seguindo os seguintes critérios: ausente, discreta com comprometimento de até
25% da area, moderada de 26 a 50% e acentuada maior de 50%. A analise
microscépica para caracterizacdo da resposta inflamatodria local foi feita em
diferentes periodos apds a infecgdo como descrito anteriormente (Lino-Junior
et al. 2002).
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7. Andlise Estatistica

Foi realizada por meio do programa Sigma Stat. Todas as variaveis
foram testadas quanto a distribuicdo normal e variancia homogénea. Foi
utilizado o teste t de student e ANOVA. As diferencas observadas foram

consideradas significantes quando p < 0,05.
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RESULTADOS
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1. Analise hematolégica

Para avaliar a influéncia da infeccdo no subcutdneo de camundongos
machos C57BL/6 e C57BL/6 IFNy-KO com cisticercos de T. crassiceps na
hematopoiese foi realizada a analise hematolégica. Em camundongos de
ambas as linhagens observou-se que ndo houve alteracédo na série vermelha
(contagem de heméacias, hemoglobina, hematécrito, VCM, HCM, CHCM),
plaguetaria ou leucocitaria quando comparados animais infectados e controles,

ao longo dos dias experimentais e entre as duas linhagens (apéndice).

2. Analise anatomopatologica

Para avaliar os processos patolégicos, e a resposta inflamatoria
presentes no subcutdaneo de camundongos infectados com cisticercos de T.
crassiceps, foi realizada a coleta do tecido adjacente ao local da infeccéo
(Figuras 7 e 8).

A analise dos processos patoldgicos presentes no parasito e na interface
parasito-hospedeiro ao longo do tempo e nas duas linhagens, estdo descritos
na tabela 1.

Aos sete dias ap0s a infec¢do, nos camundongos da linhagem C57BL/6,
foi observada a presenca dos cisticercos no subcutaneo, em diferentes fases
de desenvolvimento (inicial, larval, e final), porém, com predominio da fase
inicial. Observou-se ainda uma vesicula pequena contendo em seu interior um
pequeno numero de cisticercos aderidos ao subcutaneo (Figura 7A).
Microscopicamente as membranas destes cisticercos apresentavam-se
preservadas nos parasitos na fase inicial, mas em destruicdo nas fases larvais
e finais (Figura 9A). Na linhagem IFNy-KO, aos sete dias de infeccéo
observaram-se cisticercos em fase inicial e larval no interior de uma vesicula
pequena, porém maior do que a encontrada na linhagem C57BL/6 (Figura 7 B).
Ainda no parasito, observou-se infiltrado inflamatério de macréfagos apenas na
linhagem C57BL/6 e de neutrofilos em ambas as linhagens. Na interface
parasito-hospedeiro, 0s processos patologicos gerais e o infiltrado inflamatério
foram semelhantes entre as linhagens, porém, observou-se a presenca de
linfécitos e eosindfilos somente na linhagem IFNy - KO. Neste dia experimental

nao se observou a formacédo de granuloma na linhagem C57BL/6, enquanto
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que na linhagem IFNy - KO observou-se granuloma secundario (Tabela 1,
Figura 9B, 9C, 9D, 9E, 9F). Na analise do colageno na linhagem C57BL/6,
observou-se a presenca discreta de fibras curtas e pouco organizadas,
caracterizando colageno tipo 3, distribuidas em meio ao infiltrado inflamatério
circundando o cisticerco. A presenca moderada deste tipo de colageno também
foi observada neste mesmo dia experimental na linhagem IFNy - KO, porém
com intensidade maior (Figura 13 A e 13B).

Aos 30 dias de infecgdo, na linhagem C57BL/6, foram encontrados
cisticercos em fase inicial, larval e final, com predominio de cisticercos em fase
inicial e larval. Estes estavam no interior de uma vesicula maior do que no dia
experimental anterior, pois albergava maior nimero de cisticercos (Figura 7 C)
Microscopicamente foi observado cisticerco na fase inicial sem infiltrado
inflamatorio. Na linhagem IFNy - KO observou-se uma vesicula maior quando
comparada com a outra linhagem (Figura 7D). Microscopicamente, encontrou-
se o parasito em fase inicial, larval e final de desenvolvimento. No parasito,
observou-se na linhagem IFNy - KO um infiltrado inflamatorio com neutrofilos,
além de necrose caseosa no parasito, 0 que nao foi encontrado na linhagem
C57BL/6 (Tabela 1, Fig 10 A e 10 B). Na interface parasito-hospedeiro os
processos patoldgicos e o infiltrado inflamatoério foram semelhantes, entretanto,
na linhagem IFNy - KO observou-se também a presenca de calcificacdo
distréfica e na linhagem C57BL/6 a presenca de edema. Estes processos
patolégicos encontrados caracterizam um granuloma terciario na linhagem IFNy
- KO e um granuloma secundario na linhagem C57BL/6 (Tabela 1, Figura 10C,
10D, 10E, 10F). Na linhagem C57BL/6, assim como na linhagem IFNy - KO, foi
observada a presenca moderada de fibras colagenas curtas, pouco
organizadas, bem como fibras colagenas maiores e organizadas, o que
caracteriza a presenca de um colageno misto do tipo 1 e 3, distribuidos em
meio ao infiltrado inflamatorio circundando o cisticerco (Figura 13 C e 13 D).

Na linhagem C57BL/6, aos 60 dias apds a infeccdo, foi observado
cisticerco em fase inicial, larval e final no interior da vesicula que ocupa quase
todo o subcutaneo dorsal do animal, com grande quantidade de parasitos em
seu interior (Figura 8A). Microscopicamente, observou-se parasitos na fase
inicial com infiltrado inflamatério constituido de neutréfilos (Fig 11A). Na
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linhagem IFNy - KO observou-se uma vesicula menor, quando comparada com
a linhagem C57BL/6, contendo em seu interior cisticercos em fase inicial, larval
e final (Figura 7D e 11B). Na interface parasito—hospedeiro 0S processos
patolégicos e o infiltrado inflamatorio foram semelhantes entre as linhagens,
porém na linhagem C57BL/6, também foi observada a presenca de linfocitos,
plasmacitos e eosindfilos além de pigmentacdo e edema. Observou-se também
que, na linhagem C57BL/6, a area mais proxima ao parasito estava delimitada
por uma grande quantidade de neutrofilos, a qual estava separada de um
infiltrado inflamatério acentuado de macrofagos por uma camada de fibrose,
localizados em uma area mais distante do parasito, o que nao foi observado na
linhagem IFNy - KO. Estes processos patolégicos caracterizam um granuloma
tercidrio em ambas as linhagens (Tabela 1, Fig 11C, 11D, 11E, 11F). Na
linhagem C57BL/6 e IFNy - KO observou-se fibras alongadas e organizadas de
intensidade moderada, o0 que caracteriza o colageno tipo 1 distribuido em meio
ao infiltrado inflamatorio circundando o cisticerco (Figura 14 A e 14 B).

Aos 90 dias de infeccéo, na linhagem C57BL/6, observou-se parasitos
em todas as fases de desenvolvimento, com predominio de cisticercos larvais e
finais, porém, a vesicula que albergava os mesmos diminuiu de tamanho e
apresentava um aspecto opacificado e fibrotico (Figura 8C e 12A). Na linhagem
IFNy - KO, observou-se uma vesicula semelhante aquela encontrada aos 60
dias desta mesma linhagem, contendo em seu interior cisticercos em diferentes
fases, porém maior e translicida quando comparada com a vesicula
encontrada na linhagem C57BL/6 neste mesmo dia experimental (Figura 8D e
12B). Na interface parasito-hospedeiro, os processos patolégicos e o infiltrado
inflamatorio foram semelhantes entre as linhagens. Entretanto, na linhagem
C57BL/6 também foi encontrada a presenca de plasmacitos e eosinoéfilos além
de pigmentos de hemossiderina. Estes processos patolégicos caracterizam um
granuloma terciario em ambas as linhagens (Figura 12C, 12D, 12E, 12F). Na
linhagem C57BL/6, foi observada a presenca moderada de fibras colagenas
alongadas e organizadas, caracterizando o colageno tipol, o que também foi
observado na linhagem IFNy - KO, porém de intensidade acentuada (Figura 14
Cel14D).
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Tabela 1: Analise dos processos patolégicos gerais presentes no subcutaneo de camundongos da linhagem C57BL/6 e

C57BL/6 IFNy - KO infectados com cisticercos de Taenia crassiceps.

Local Parasito Interface parasito-hospedeiro

7 dias 30 dias 60 dias 90 dias 7 dias 30 dias 60di as 90 dias
Linhagem KO C57 KO Cb7 KO C57 KO Cb7 KO Cb57 KO C57 KO C57 KO C57
Pocessos
patolégicos
Linfocitos - - - - - - - - + - - - - + ++ +
Plasmdcitos - - - - - - - - + ++ + + - + - ++
Macréfagos - + - - - - - - +++ + ++ ++ + +++  +++ ++
Neutréfilos +++  +++ ++ - - + - - +++ +++ +++ +++ ++ +++ + ++
Eosinodfilos - - - - - - - - ++ - ++ + - + - +
Calcificacao - ++ - - - - - - - - + - - - . 3
Pigmentagéo - - - - - - - - - - - - - + - +
Necrose - +++  ++ - - - - - +++ +++ ++ + - - - -
caseosa
Edema - - - - - - - - + ++ - + - + - -
Hiperemia - - - - - - - - ++ + + + + - - -
Colageno ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++
Céls CD 301+ - + - +++ ++ - 4+ -
Granuloma - _ _ _ _ _ _ _ Zério _ 3ério Zério 3ério 3ério 3ério 3ério

Legenda:(-)Ausente,(+)Discreto,(++)Moderado,(+++)Acentuado
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Figura 7: Macroscopia do subcutdneo de camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IFNy-KO — A
sete dias ap6s a infeccdo: A:Subcutaneo de camundongo C57BL/6; B: Subcutaneo de
camundongo C57BL/6 IFNy -KO. Aos 30 dias ap0s a infec¢ao: C: Subcutaneo de camundongo

C57BL/6; D: Subcutaneo de camundongo C57BL/6 IFNy-KO. Escala em milimetros.
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Figura 8: Macroscopia do subcutidneo de camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IFNy. KO Aos 60
dias apdés a infecgdo: A: Subcutdneo de camundongo C57BL/6; B: Subcutédneo de
camundongo C57BL/6 IFNy-KO Aos 90 dias ap0s a infeccao: C: Subcutaneo de camundongo

C57BL/6; D: Subcutaneo de camundongo C57BL/6 IFNy. KO - Escala em milimetros.
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Figura 9 : Fotomicrografia do subcutaneo de camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IFNy-KO - aos
sete dias ap0s a infeccdo: A: Subcutaneo de C57BL/6 com cisticercos em diferentes fases de
desenvolvimento (seta) e infiltrado inflamatério ao redor do parasito (HE, barra =100um) B.
Subcutdneo de C57BL/6 IFNy-KO apresentando cisticerco em fase larval (seta) de
desenvolvimento, com infiltrado inflamatério e necrose ao redor do parasito (HE, barra =
100pm) C. Subcutaneo de C57BL/6 com necrose e infiltrado inflamatério na interface parasito-
hospedeiro (HE, barra=20um) D.Subcutédneo de C57BL/6 IFNy-KO, apresentando cisticerco
em fase inicial e larval (seta) de desenvolvimento, infiltrado inflamatério e necrose (N) na
interface parasito-hospedeiro (HE, barra = 20um) E. Subcutédneo de C57BL/6 com infiltrado
inflamatério na interface parasito-hospedeiro com predominancia de polimorfonucleares (HE,
barra=10um) F. Subcutdneo de C57BL/6 IFNy-KO apresentando detalhe do infiltrado
inflamatério acentuado de macrofagos e neutréfilos na interface parasito-hospedeiro (HE,
barra=10um).
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Figura 10: Fotomicrografia do subcutaneo de camundongos C57BL/6 e C57BL/6 - IFNy -KO,
aos 30 dias apls a infecgdo: A. Subcutdneo de camundongo C57BL/6 onde observa-se
cisticerco em fase inicial (seta) de desenvolvimento e infiltrado inflamatério acentuado na
interface parasito-hospedeiro (HE, barra =200um) B. Subcutdneo de camundongo C57BL/6
IFNy-KO - onde observa-se cisticercos em fase inicial e final (setas) e infiltrado inflamatorio ao
redor do parasito (HE,barra=200um) C. Subcuténeo de camundongo C57BL/6, onde observa-
se necrose caseosa (N) e infiltrado inflamatério na interface parasito-hospedeiro
(HE,barra=20um) D. Subcutdaneo de camundongo C57BL/6 IFNy-KO -, onde observa-se
detalhe demonstrando cisticerco (seta) e presenca de coldgeno na interface parasito-
hospedeiro (HE, barra = 20 um).E. Subcutdneo de camundongos C57BL/6 apresentando
infiltrado inflamatdrio na interface parasito-hospedeiro com predominio de polimorfonucleares
(ponta de seta) (HE, barra=10um) F. Subcutédneo de camundongo C57BL/6 IFNy-KO - onde
observa-se detalhe demonstrando infiltrado inflamatério acentuado constituido por
polimorfonucleares (ponta de seta) e necrose no cisticerco (HE,barra=20pum).
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Figura 11: Fotomicrografia do subcutédneo de camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IFNy -KO a
60 dias apos a infec¢@o: A. Subcutdneo de camundongo C57BL/6 onde observa-se cisticerco
em fase inicial de desenvolvimento (seta) e infiltrado inflamatério acentuado ao redor do
parasito (HE, barra = 200um) B. Subcutaneo de camundongo C57BL/6 IFNy -KO-, onde
observa-se cisticerco em fase inicial (seta) de desenvolvimento, e infiltrado inflamatério na
interface parasito-hospedeiro (HE, barra= 200 ym) C. Subcutédneo de camundongo C57BL/6,
onde observa-se pigmentos de hemossiderina (seta) na interface parasito-hospedeiro (HE,
barra=20um) D. Subcutaneo de camundongo C57BL/6 IFNy - KO- demonstrando cisticerco em
fase inicial, infiltrado inflamatorio ao redor do parasito e presenca de colageno (HE, barra = 100
pum) E. Subcutaneo de camundongo C57BL/6 demonstrando infiltrado inflamatério na interface
parasito-hospedeiro, constituido por uma camada de mononucleares e outra de
polimorfonucleares, esta ultima ao redor do cisticerco (HE, barra =20um) F. Subcutaneo de
camundongo C57BL/6 IFNy-KO- demonstrando detalhe do infiltrado inflamatdrio constituido
principalmente por polimorfonucleares(HE, barra = 20 um).
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Figura 12: Fotomicrografia do subcutaneo de camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IFNy-KO a
90 dias apo6s a infec¢d@o: A. Subcutdneo de camundongo C57BL/6 onde observa-se cisticerco
em diferentes fases de desenvolvimento (setas) e infiltrado inflamatério moderado ao redor do
parasito (HE, barra = 200um) B. Subcutaneo de camundongo C57BL/6 IFNy - KO, onde
observa-se cisticerco em diferentes fases de desenvolvimento (setas), e infiltrado inflamatorio
na interface parasito-hospedeiro (HE, barra= 100 um) C. Subcutaneo de camundongo
C57BL/6, onde observa-se infiltrado inflamatério constituido de mononucleares, juntamente
com colageno na interface parasito-hospedeiro (HE, barra=20pm) D. Subcutédneo de
camundongo C57BL/6 IFNy-KO demonstrando cisticerco (seta), e infiltrado inflamatério em
contato com o cisticerco, na interface parasito-hospedeiro (HE, barra=20um) E. Subcutaneo de
camundongo C57BL/6 demonstrando infiltrado inflamatorio na interface parasito-hospedeiro,
com presenca de plasmdcitos (ponta de seta) (HE, barra =20um) F. Subcutédneo de
camundongo C57BL/6 IFNy-KO demonstrando detalhe do infiltrado inflamat6ério em contato
com o cisticerco, na interface parasito-hospedeiro, constituido principalmente por
mononucleares (setas) (HE, barra = 20 um).



Figura 13: Fotomicrografia do subcutaneo de camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IFNy-KO. Aos
sete dias ap0s a infecgdo: A. Subcutaneo de camundongo C57BL/6, onde observa-se colageno
tipo 3, na interface parasito-hospedeiro (Picrosirius, barra = 20um) B. Subcutaneo de
camundongo C57BL/6 IFNy-KO onde observa-se , colageno tipo 3 na interface parasito-
hospedeiro (Picrosirius, barra = 20um) Aos 30 dias apo6s a infeccdo: C. Subcutaneo de
camundongo C57BL/6, onde observa-se a presenca de colageno tipo 3 e colageno tipo 1 na
interface parasito-hospedeiro (Picrosirius, barra = 20um) D. Subcutdneo de camundongo
C57BL/6 IFNy-KO, onde também observa-se a presenca de colageno tipo 3 e colageno tipo 1
na interface parasito-hospedeiro (Picrosirius, barra = 20um).
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Figura 14: Fotomicrografia do subcutaneo de camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IFNy-KO.
Aos 60 dias ap6s a infec¢do: A. Subcutdneo de camundongo C57BL/6 onde observa-se a
presenca de colageno tipo 1 na interface parasito-hospedeiro (Picrosirius, barra = 20um) B.
Subcutédneo de camundongo C57BL/6 IFNy -KO, onde também observa-se a presenca de
colageno tipo 1 na interface parasito-hospedeiro (Picrosirius, barra = 20um) Aos 90 dias apés a
infeccdo C. Subcutaneo de camundongo C57BL/6 , onde observa-se presenca de colageno
tipo 1 na interface parasito-hospedeiro (Picrosirius, barra = 20um) D. Subcutaneo de
camundongo C57BL/6 IFNy - KO, onde também observa-se a presenca de colageno tipo 1 na
interface parasito-hospedeiro (Picrosirius, barra = 20um).
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3. Deteccgédo de células CD301+ no subcuténeo infecta do com cisticercos
de T. crassiceps .

Para analisar a presenca de células CD301+ no subcutaneo, de
camundongos infectados com cisticercos de T. crassiceps, foi realizada a
imunoistoquimica.

Na linhagem C57BL/6, aos sete dias apés a infeccado, foi observada a
presenca discreta de ceélulas CD301+ no infiltrado inflamatdrio na interface
parasito-hospedeiro, sendo que, estas se encontram localizadas em uma
regido distante do parasito, ao passo que as células que estao proximas ou em
contato com o parasito foram caracterizadas como polimorfonucleares (Figura
15 A e 15 C). Na linhagem IFNy - KO nao foi observada a presenca destas
células durante os sete e 30 dias ap0s a infec¢éo (Figura 15B ,15D e 16 B ,16
D).

Aos 30 dias apos a infeccdo, na linhagem C57BL/6, foi observada a
presenca acentuada de células CD301+ no infiltrado inflamatoério da interface
parasito-hospedeiro. Estas células estavam localizadas como descrito aos sete
dias de infeccéo para esta linhagem (Figura 16 A e 16C). Aos 60 dias e aos 90
dias apos a infeccdo, na linhagem C57BL/6, ndo foi observada a presenca de
células CD301 positivas (Figura 17 A, 17 C e 18A, 18 C).

Na linhagem IFNy - KO, aos 60 dias de infec¢cdo observamos a presenca
moderada de células CD301+ no infiltrado inflamatério da interface parasito-
hospedeiro e estdo localizadas em uma regido mais proxima do parasito porém
aparentemente nao estdo em contato com o mesmo (Figura 17B, 17D). Aos 90
dias ap6s a infecgcdo, nesta mesma linhagem, foi observada a presenca
acentuada de células CD301+ no infiltrado inflamatoério da interface parasito-
hospedeiro, entretanto estas células estdo localizadas ao longo de todo

infiltrado, inclusive préximas ao parasito (Figura 18B e 18D).
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Figura 15: Imunoistoquimica para marcagdo de células CD301, no subcutédneo de camundongos

C57BL/6 e C57BL/6 IFNy - KO. Aos sete dias de infec¢do: A. Subcutdneo de camundongo
C57BL/6, apresentando células CD301 positivas (DAB/hematoxilina, barra=100um) B.
Subcuténeo de camundongo C57BL/6 IFNy - KO, apresentando auséncia de células CD301
positivas (DAB/hematoxilina, barra=100um) C. Detalhe da figura A onde observa-se células
CD301 positivas (DAB/hematoxilina, barra=20um) D. Detalhe da figura B onde observa-se

auséncia de células CD301 positivas.
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Figura 16: Imunoistoquimica para marcagdo de células CD301, no subcutédneo de camundongos

C57BL/6 e C57BL/6 IFNy - KO. Aos 30 dias de infeccdo: A. Subcutaneo de camundongo
C57BL/6, apresentando células CD301 positivas (DAB/hematoxilina, barra=100um) B.
Subcuténeo de camundongo C57BL/6 IFNy - KO, apresentando auséncia de células CD301
positivas (DAB/hematoxilina, barra=100um) C. Detalhe da figura A onde observa-se células
CD301 positivas (DAB/hematoxilina, barra=20um) D. Detalhe da figura B onde observa-se

auséncia de células CD301 positivas.



Figura 17: Imunoistoquimica para marcagao de células CD301, no subcutaneo de camundongos

C57BL/6 e C57BL/6 IFNy - KO. Aos 60 dias de infeccdo: A. Subcutaneo de camundongo
C57BL/6, apresentando auséncia de células CD301 positivas (DAB/hematoxilina, barra=100um)
B. Subcutaneo de camundongo C57BL/6 IFNy - KO, onde observa —se a presenca de células
CD301 positivas (DAB/hematoxilina, barra=100um) C. Detalhe da figura A onde observa-se
auséncia de células CD301 positivas (DAB/hematoxilina, barra=20um) D. Detalhe da figura B

onde observa-se presenca de células CD301 positivas.



Figura 18: Imunoistoquimica para marcacgéo de células CD301, no subcutaneo de camundongos

C57BL/6 e C57BL/6 IFNy - KO. Aos 90 dias de infeccdo: A. Subcutaneo de camundongo
C57BL/6, apresentando auséncia de células CD301 positivas (DAB/hematoxilina, barra=100um)
B. Subcutaneo de camundongo C57BL/6 IFNy - KO, onde observa-se a presenca de células
CD301 positivas (DAB/hematoxilina, barra=100um) C. Detalhe da figura A onde observa-se
auséncia de células CD301 positivas (DAB/hematoxilina, barra=20um) D. Detalhe da figura B

onde observa-se presenca de células CD301 positivas.
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4 Concentracao sérica das citocinas IFN vy, IL-4 e IL-12p40.

Para avaliar o perfil de resposta imune sistémica desenvolvida frente a
infeccéo por T. crassiceps foi realizada a coleta do sangue para a obtencao de
soro e dosagem das citocinas IFNy, IL-4 e IL-12p40.

Na linhagem de camundongos C57BL/6 a quantidade de IFNy nos
animais nao infectados foi inferior ao limite de deteccdo da técnica do ELISA
realizada (0,1ng/mL) durante todos os dias de infeccdo analisados. Nos
animais infectados aos sete dias de infeccado néao foi detectada a presenca de
IFNy, entretanto, observou-se aumento estatisticamente significante de IFNy
aos 30 (0,25 + 0,2ng/mL), 60 (0,4 £ 0,1ng/mL) e 90 (0,76 + 0,7ng/mL) dias apos
a infec¢édo, quando comparado com seus controles (Figura 19).

Com relagéo a IL-4 a quantidade desta citocina no soro dos animais
controle também foi inferior ao limite de deteccdo da técnica do ELISA (0,1
ng/mL) durante todos os dias de infeccdo analisados. Houve aumento
significativo de IL-4 aos 30 (1,4 £ 0,7 ng/mL) e 60 (1,3 = 0,3 ng/mL) dias apos a
infeccdo quando comparado com seus controles e também foi observado, um
aumento significativo de IL-4 nos animais infectados aos 30 e 60 dias em
relacdo aos sete dias de infec¢éo (0,1 + 0,06 ng/mL) (Figura 20).

Na andlise da IL-12p40 foi observado um aumento significante desta
citocina, apenas aos 30 dias (1,3 = 0,05 ng/mL) ap6s a infeccdo quando
comparados com seu controle (0,7 £ 0,1 ng/mL) (Figura 22)

Na linhagem IFNy - KO néo foi detectado IFNy dos animais infectados e
controles ao longo da infeccdo, a falha na producdo desta citocina nestes
animais foi confirmada pela auséncia da mesma apo6s estimulacdo de
esplendcitos com Concanavalina A (ConA) (dados ndo mostrados). A IL-4 n&o
apresentou aumento estatisticamente significante aos 07, 60 e 90 dias apos a
infeccdo em relacdo aos controles, porem aos 30 dias seu aumento foi
detectado (0,92 + 1,2 ng/mL p< 0,05) (Figura 21). Com relacéo a IL-12p40 n&o
foi observado nenhum aumento estatisticamente significante (Figura 23).

Foi observado também aumento significante na quantidade de IL-4 nos
animais infectados da linhagem C57BL/6 (1,2 + 0,8 ng/mL) em relagédo ao

infectados da linhagem IFNy -KO (0,3 £ 0,2 ng/mL), ambos aos 60 dias de
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infeccdo (Figura 20 e 21). A IL-12p40 também demonstrou aumento
significante nos animais infectados da linhagem C57BL/6 aos sete dias (0,9 +
0,3 ng/mL), 30 dias (1,3 + 0,05 ng/mL) e 60 dias (1,9 £ 1,2 ng/mL) em relacéo
aos infectados da linhagem IFNy-KO nestes mesmos dias experimentais
respectivamente (0,4 = 0,1ng/mL), (0,6 £ 0,4 ng/mL) (0,5 £ 0,1 ng/mL) (Figura
22 e 23).
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Figura 19. Concentracao de IFNy no soro de camundongos C57BL/6
infectados no subcutdneo com cisticercos de Taenia crassiceps. * p < 0,05
(controle vs infectado) n = 6, os dados representam média *+ desvio padrao.
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Figura 20 Concentracao de IL-4 no soro de camundongos C57BL/6
infectados no subcutdneo com cisticercos de Taenia crassiceps. * p < 0,05

(controle vs infectado) n = 6, os dados representam média = desvio padrao.
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Figura 21. Concentracao de IL-4 no soro de camundongos C57BL/6 IFNy - KO
infectados no subcutdneo com cisticercos de Taenia crassiceps. * p < 0,05

(controle vs infectado) n=6, os dados representam média + desvio padréo.
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Figura 22: Concentragéo de IL-12p40 no soro de camundongos C57BL/6
infectados no subcutdneo com cisticercos de Taenia crassiceps. * p < 0,05

(controle vs infectado) n=6, os dados representam média + desvio padréo
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Figura 23: Concentracéo de IL-12p40 no soro de camundongos C57BL/6 IFNy
- KO infectados no subcutaneo com cisticercos de Taenia crassiceps. * p <
0,05 (controle vs infectado) n = 6, os dados representam média * desvio

padrao.



73

DISCUSSAO



74

No presente trabalho, utilizou-se a infecgdo experimental com cisticerco
de T. crassiceps no subcutaneo como modelo de estudo da cisticercose
humana ocasionada por T. solium. O nome Cysticercus proposto por Linnaeus
é derivado de palavras gregas kustis (cisto, vesicula) e kercos (cauda). O termo
cellulosae foi proposta por Rudolphi em 1809, baseado na frequente
localizag&o do cisticerco na regidao subcutanea (Pitella, 1997).

Em seres humanos a cisticercose por T. solium no subcutaneo tem sido
relatada em diferentes trabalhos (Vianna et al 1991, Vianna 1986, Miura et al
2000). Além da cisticercose por T. solium, ja foram relatados casos em seres
humanos de cisticercose por T. crassiceps no subcutaneo e tecido muscular
(Heldwein et al 2006).

No modelo de infeccdo classico, utiliza-se a injecdo de cerca de 10
cisticercos de T. crassiceps na fase inicial, na cavidade peritoneal, onde os
parasitos normalmente se desenvolvem em camundongos BALB/c, mas s&o
controlados com aproximadamente 30 dias em C57BL/6 (Fragoso et al 2008).
No modelo proposto no presente trabalho utilizou-se camundongos C57BL/6
geneticamente resistentes a infeccdo por T. crassiceps (Terrazas et al 2008,
Fragoso et al 2008) o que justifica-se, pelo fato de ser um modelo que mais se
aproxima do que ocorre na cisticercose humana e também por nao ter sido
relatado na literatura casos de cisticercose intraperitoneal por T. solium em
seres humanos.

Propbs-se também verificar o papel do IFNy no curso desta infeccao
experimental, pois o IFNy € produzido principalmente por células NK durante a
resposta imune inata e por linfécitos T CD4+ do tipo Thl durante a resposta
imune adquirida. Esta citocina é a principal ativadora de fagdécitos para que
estes tenham um aumento na sua capacidade microbicida (Martinez et al
2009).

A IL-4 esté relacionada a um perfil Th2 da resposta imune adquirida, que
é tipicamente caracterizada por aumentar os niveis desta citocina e de outras
citocinas Th2, bem como ativacdo e expansdo de plasmacitos, secrecdo de
IgE, eosinodfilos, mastécitos e basofilos (Anthony et al 2007). A IL-4 é também,
associada a ativacdo de macréfagos alternativamente ativados, os quais tém

um menor potencial microbicida (Mosser et al 2008).
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Na lesé@o provocada no subcutaneo, observou-se o parasito em todas as
fases de desenvolvimento, sendo cisticercos em fase inicial, mais
predominante no inicio da infeccdo (sete e 30 dias apds a infeccéo). Além
disso, 0 numero de cisticercos aumentava no interior da vesicula que também
aumentava de tamanho a medida que a infeccao progredia. Porém, a vesicula
e a quantidade de cisticercos presentes regrediram no ultimo dia experimental
avaliado. Por outro lado, na deficiéncia de IFNy a quantidade de cisticercos em
fase inicial e larval foi maior, sendo que seu crescimento nado foi controlado
pelo hospedeiro. Este fato indica que o IFNy pode ser importante na destruicdo
do parasito no subcutéaneo.

O IFNy presente no soro dos animais convencionais no inicio da
infeccdo aumentou significantemente até o final do periodo experimental. De
acordo com a literatura o IFNy é conhecido por ser uma citocina ativadora de
fagdcitos, para que assim, estes tenham um aumento na sua capacidade
microbicida (Martinez et al 2009). A IL-4 também foi detectada no inicio da
infeccdo no soro dos animais. Outros autores descreveram que esplendcitos,
células do linfonodo ou células da cavidade peritoneal quando estimuladas com
antigenos do cisticerco foram capazes de produzir IFNy e IL-4 nas fases iniciais
da infeccdo (Reyes et al. 2009; Rodriguez-Sosa et al. 2002; Toenjes 2003;
Toenjes et al. 1999). De acordo com os dados acima, acredita-se que a
presencga do parasito no subcutédneo induz uma resposta mista Th1/Th2, desta
forma, a morte do parasito poderia estar ocorrendo por aumento da atividade
microbicida de macréfagos, via eixo Thl ou pelos mecanismos Th2 classicos.

Aparentemente, uma resposta Thl é mais importante que a resposta
Th2 no controle da infec¢éo por T. crassiceps, pois de acordo com a literatura,
camundongos deficientes em STAT6 (um importante fator de transcricéo
responsavel pela geracdo do perfil Th2), que apresentavam cisticercose
experimental intraperitoneal, desenvolveram uma forte resposta Thl e
controlaram a infeccdo (Rodriguez-Sosa et al 2002), ao passo que
camundongos deficientes em STAT4 (fator de transcricdo responsavel pela
geracao do perfil Th1l) mostraram-se suscetiveis a infec¢do (Rodriguez-Sosa et

al 2004). No entanto, alguns estudos demontraram que IFNy e IL-4 podem
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atuar no sitio inflamatério aumentando a capacidade fagocitica de macréfagos
(Raveh et al 1998).

A producdo de IL-4 também estava menor no soro dos animais
deficientes em IFNy infectados, o que mantém a possibilidade de que um
efetivo controle do parasito seja dependente também de IL-4. Portanto,
acredita-se que a auséncia do IFNy estaria relacionada com o favorecimento da
inducdo de uma resposta imune, principalmente Th2 constatada pela presenca
sérica desta citocina na infecgdo. De acordo com Rodriguez-Sosa et al. (2002)
os helmintos, como a T. crassiceps sdo habeis em induzir respostas Th2, fato
que fortalecem os achados deste trabalho.

O granuloma secundario observado no inicio da infeccéo foi constituido
por neutréfilos localizados préximos ao parasito e alguns macréfagos mais
distais. Na deficiéncia de IFNy, observou-se eosinofilos, neutrofilos e
macréfagos compondo um granuloma terciario. Estes achados indicam que o
IFNy exerce um papel importante na organizacdo do granuloma, pois a
presenca de neutrofilos microbicidas na linhagem convencional se deve a
resposta Thl. Por outro lado, o recrutamento de neutrofilos e eosindéfilos na
auséncia do IFNy, é devido a resposta Th2 estabelecida, estando esses dados
de acordo com a literatura (Anthony et al 2007).

Os macrofagos presentes no granuloma, no inicio da infeccdo foram
identificados como células CD301+ que provavelmente promoveram a
formacdo de uma céapsula fibrosa espessa envolvendo os parasitos. De acordo
com a literatura, os macrofagos CD301+ sdo caracterizados como células
residentes da derme ou alternativamente ativados, que possuem baixo poder
microbicida e estdo associados a tolerancia e controle da resposta imune
inflamatoéria Th1l que pode contribuir para a patogénese da infeccéo (Hayashi et
al 1999, Mantovani et al 2002, Liu et al 2004, Dupasquier et al 2006).

O papel dos macréfagos alternativamente ativados também foi estudado
na esquistossomose experimental por S. mansoni em camundongos deficientes
para a cadeia alfa do receptor de IL-4 (IL-4Ra ™). Essas células ativadas via
IL/41L13 foram essenciais na imunossupresao e sobrevivéncia do animal na

fase aguda, pois, o potencial destrutivo da inflamacédo granulomatosa é
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contrabalanceada pela ativagdo de macrofagos alternativamente ativados
(Herbert at al 2004).

Na deficiéncia de IFNy ndo houve a diferenciagdo de macréfagos
CD301+ o que induziu a formacgéo de uma capsula fibrosa delgada no inicio da
infeccdo. De acordo com a literatura os macrofagos alternativamente ativados
possuem uma importante funcdo no reparo tecidual, e que a ativagcao de
macréfagos via IL-4 aumenta a producdo de proteinas da matriz extracelular
(Kreider et al 2007, Mosser et al 2008).

Na fase tardia da infeccdo (60 e 90 dias apos a infeccdo) o IFNy foi
detectado com maior concentracdo do que no inicio da infeccao, enquanto que
a concentracdo de IL-4 ndo se alterou. Estes dados reforcam a idéia de que o
perfil imune misto Th1/Th2 est4 presente durante todo o periodo experimental
avaliado. Outro estudo também encontrou 0 mesmo padrdao de citocinas em
fases tardias da cisticercose experimental intraperitoneal (Toenjes at al 2003) O
perfil de citocinas presentes no granuloma formado na cavidade peritoneal de
camundongos que apresentavam cisticercose experimental, demonstraram que
IFNy e IL-4 também estavam presentes em granulomas tardios (Robinson et al
1997).

Na deficiéncia de IFNy, a concentracéo de IL-4 diminui na fase tardia da
infeccéo, promovendo a sobrevivéncia do parasito. Apesar da diminui¢do da IL-
4 ha outro perfil imune independente do perfil Th2, ainda ndo esclarecido no
presente estudo. Tal perfil imune, juntamente com a resposta Th2, controlou o
crescimento parasitario e promoveu a morte de parasitos ocorrendo, portanto, o
estabelecimento de um equilibrio parasito-hospedeiro. Acredita-se o perfil Th17
que € caracterizado como pro-inflamatério (Korn et al. 2009) ou T regulador
que apresenta uma atividade imunomoduladora (Germain et al. 2008) possam
estar envolvidos nesta resposta.

O granuloma durante a fase tardia da infeccdo constituia-se por
macrofagos, alguns plasmécitos e polimorfonucleares, essas ultimas, em
contato com o parasito. Acredita-se que os polimorfonucleares e os macrofagos
presentes nessa fase foram responsaveis pela morte parasitaria por meio de
seu potencial microbicida. Na deficiéncia de IFNy, houve um aumento de

macréfagos, 0s quais estavam em contato com o parasito. Estes macrofagos
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foram caracterizados como CD301+, que em contato com o parasito podem ter
sido responsaveis pela producdo de colageno. Este colageno promoveu o
isolamento do parasito impedindo fisicamente sua proliferacdo. Este dado pode
ser evidenciado pelo aumento de colageno circundando os cisticercos na
auséncia de IFNy. De acordo com a literatura os macrofagos alternativamente
ativados (CD301+), estado frequentemente associados com remodelamento do
tecido e reparo tecidual, e que a maioria das células intersticiais dérmicas sao
macrofagos e nao fibroblastos, e que a sintese de componentes da matriz
extracelular por macréfagos € bem conhecida (Dupasquier et al 2006).

Ainda na deficiéncia de IFNy, os polimorfonucleares localizados
proximos ao parasito no presente trabalho, sugere a existéncia de um perfil
imune Th2/Th17. De acordo com Fadok et al (1998) o alto recrutamento de
polimorfonucleares para os tecidos estad associado & presenca de IL-17, uma
citocina produzida pelo perfil imune Th17. Em contrapartida a retirada de restos
apoptoticos de polimorfonucleares pelos macréfagos durante a inflamacéo
pode levar a inibicdo da mesma devido em parte a producdo de TGF[3, uma
citocina reguladora.

Outro perfil imune possivelmente participante desta resposta imune s&o
os perfis imunes Th2/Treg, com associacdo de macréfagos reguladores e
macrofagos alternativamente ativados (CD301+), pois, de acordo com a
literatura, uma subpopulacdo de macrofagos produtora de IL-10 tem sido
descrita como macréfagos reguladores, e sao induzidos por meio da
estimulacdo pela IL-10 e glicocorticoides produzidos pela glandula adrenal
(Mosser et al 2008, Edwards et al. 2006). Para o melhor entendimento desta
relacdo parasito-hospedeiro, € importante ressaltar que outros trabalhos ainda
devem ser realizados para elucidar o papel das células Thl7 e T reguladoras
na cisticercose experimental subcutanea.

No presente estudo, avaliou-se a resposta inflamatodria local e a resposta
imune sistémica frente a cisticercose experimental por T. crassiceps.
Observou-se que a infec¢cdo nédo influenciou os indices da série vermelha,
plaguetaria e leucocitaria, o que provavelmente se deve ao tipo de infecgéo,
pois a infeccdo do subcutaneo € restrita a este local, a qual pode ter sido

insuficiente para induzir alteracao destas séries, a nivel circulatorio. Nao foram
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encontrados trabalhos na literatura que relatassem alteragbes no hemograma,

relacionados com a cisticercose.
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Em conclusdo, na presenca de IFNy, houve o controle do crescimento
parasitario, determinado pelo estabelecimento de um perfil imune sistémico
misto Th1/Th2. Este perfil imune também induziu localmente a formacgédo de
granulomas,os quais eram constiuidos por células importantes na destruicédo
parasitaria, e por células CD301+ no inicio da infeccdo, que foram associadas
ao controle do eixo Thl da resposta mista desenvolvida. Em contrapartida, a
auséncia de IFNy, favoreceu o crescimento parasitario e o desenvolvimento de
uma resposta imune sistémica Th2. Esta resposta imune influenciou na
formacao local de um granuloma, com a presenca de macréfagos CD301+, que
foram importantes na sintese de colageno dificultando o crescimento dos

parasitos.
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APENDICE



Tabela 2. Hemograma de camundongos C57BL/6 infectados no subcutaneo com cisticercos de Taenia crassiceps aos 07, 30, 60 e 90 dias apos
a infeccao.
Série Vermelha

07 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado
Hemacias cellul - oo 16, 7,22x10°+ 7,27x10°+ 7,05x10° + 7,74x10°+ 7,62x10°+ 7,46x10% 6,90x10°%

1 5;)(106- 7,64x10° 6.,8x10° 6,48x10° 5,89x10° 2,30x 10° 5,71x10° 7,39x10°
Hemoglobina 14+0 13+1,4 13+£0,9 13+0,2 13+0,9 13+0 131 12+0,6
g/dL
Hematdcrito (%) 38,3+1,4 35,8+3,5 33,3+2,3 323+1,9 356+1,8 351+1,2 36,3+ 3,2 33+3,6
VCM (fL) 50+0,9 49,3+0,5 46,1+0,7 45,6 +0,9 46 +3 46 +3,5 48,3+0,6 48+0
HCM (pg) 18 +0.4 17,8+0.2 18,3+0,5 18,5+0,7 18,3+0,4 18,5+0,7 17,6 + 0,6 18+1
CHCM (g/dL) 358+16 36,5+0,7 39,5+0,2 40,5 +3,1 37+0,2 36,8+ 1,2 36,3+1,5 376+2,1
Série Branca
Leucdcitos 8,15x10°+  7,36x 10°+  5,13x 10°+ 53x10°+ 9,61x10° + 10,3x10° + 28,4x10° + 8,8x10° +
totais (cels/pL) 4,7 x10° 3,3 x 10%** 1,0 x 10° 2,0x 10° 0,35x10° 0,3x10° **[*** 4,7x10° 2,1x10°% **
Neutrofilos 1,83x10° + 1,28x10° + 1,03x10° + 0,72x10° + 1,5x10%+ 2,0x10° + 1,1x10° + 1,9x10° +
(cels/uL) 1,55x10° 0,35x10° 1,08x10° 0,12x10° 0,1x10° 0,6x10° 0,6x10° 0,5x10°
Linfécitos 5,51x10° + 5,31x10° + 4,16x10°% + 4x10° + 7,3x103*::* 7,55x10° + 8,06x10° + 6,47x10° +
(cels/uL) 2,29x10° 2 66x10°** 1,13x10° 1,5x10° 0,4x10° 0,7x10° ** 4,2x10° 1,75x10°
Mondcitos 0,98x10° + 0,73x10° + 0,6x10° + 0,46x10° + 0,8x10°+ 0,8x10° + 0,66x10°%+ 0,43x10°% +
(cels/uL) 0,68x10° 0,37x10° 0x10° 0,28x10° 0,2x10° 0,4x10° 0,41x10° 0,30x10°
Eosindfilos 00 0+0 00 0+0 00 00 0+0 0+0
(cels/pL)
Basofilos 0+0 0+0 00 00 00 00 0+0 0+0
(cels/pL)
Plaquetas 836 + 370 847 + 400 635 + 304 872 +91 666 + 7,07 661 +70,2 822 +136 1000 + 259
cels/uL

« diferenca significativa entre controle e infectado, **diferenca significativa entre dias experimentais,*** diferenca significativa entre as linhagens



Tabela 3. Hemograma de camundongos C57BL/6 KO - IFNy infectados no subcutaneo com cisticercos de

Taenia crassiceps por 07, 30, 60 dias apos a infecgao.

Série Vermelha

07 dias 30 dias 60 dias

Controle Infectado Controle Infectado Controle Infectado
Hemacias 8 15x 10°+ 7,80 x 10°+ 5,76x 10°+ 6,36 x10° + 6,03x10° + 6,85x10° +
cel/pL o Si(xloe_ 7,05 x 10° 1,86 x 10° 8,81 x10° 9,17x10° 901x 10°
Hemoglobina 14+0 14 +0,7 9,5+1,2 11+2,8 10+2,3 12+2,3
g/dL
Hematacrito (%) 40 +3,8 375+2,6 26,5+9,2 28,3+3,3 28,3+4,7 32,3+5,2
VCM (fL) 488+0,2 48+1,4 38,6 +12 44,8+1,2 46,8+0,7 473+0,9
HCM (pg) 17,8 +2.6 182 +21 142 +1,2 16,7 +1,9 17 +1,4 16,7 + 1,4
CHCM (g/dL) 365+1 38+4,2 30,5+1,7 375+5 36,8+2,6 37,1+3,1
Série Branca
Leucdcitos 6,83x10°+ 9x10°+2,6x  7,85x10°+ 7,16x10° + 5,83x10° + 5,01x103$*
totais (cels/uL) 1,22x10° 10° 6,43x10° 0,5x10° 1,8x10° 0,02x10°
Neutrofilos 0,68x10° + 2,56x10° + 0,6x10° + 1,44x10° + 2,03x10%+ 1,03x10° +
(cels/pL) 0,30x10° 1,41x10° 0,52x10° 1,26x10° 2.12x10°" 0,56x10°%"
Linfocitos 5,53x10% + 4,52x10° + 4,45x10° + 4,35x10° + 3,02x103*::* 3,47x10°% +
(cels/uL) 1,03x10° 0,49x10° 2,85x10° 1,48x10° 0,26x10° 0,47x10°
Mondcitos 0,62x10° + 1,33x10% 2,77x10°% + 1,82x10° + 0,75x10%+ 0,78x10° +
(cels/uL) 0,40x10° 0,99x10° 3,06x10° 0,31x10° 0,12x10° 0,31x10°
Eosindfilos 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
(cels/pL)
Basofilos 0+0 00 00 0+0 0+0 0+0
(cels/uL)
Plaquetas 949 + 8,5 766 + 220 305 + 41 901 +178 1083 + 945 1212 +89
cels/uL

« diferenca significativa entre controle e infectado, **diferenca significativa entre dias experimentais,*** diferenca

« significativa entre as linhagens
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Auséncia de
IFNy

Figura 24. Esquema da resposta imune no modelo de cisticercose subcutanea
experimental em camundongos C57BL/6 e C57BL/6 IFNy -KO. APC: Célula
Apresentadora de Antigeno, IFNy. Interferon gamma, IL-4: Interleucina —4, IL-12:
Interleucina —12, AAM@Macrofago alternativamente ativado, Thl: T helper 1, Th2: T
helper 2, T reg: T regulador, Th17: T helper 17.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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