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Resumo da dissertação

A infecção  murina  por  cisticercos  de  Taenia  crassiceps vem sendo utilizada 

como um modelo experimental  para estudo da cisticercose  humana e  animal.  Nesta 

infecção  encontram-se  parasitos  presentes  em  um  infiltrado  inflamatório  rico  em 

macrófagos.  Estes  macrófagos  podem  ser  divididos  em  alternativamente  ativados 

(AAMØ), que expressam uma grande quantidade da enzima arginase ou classicamente 

ativados (CMØ,) que expressam uma grande quantidade da enzima óxido nítrico sintase 

induzida (iNOS). A arginase utiliza o substrato L-arginina para produção de ornitina, 

favorecendo a proliferação celular e a síntese de colágeno. A iNOS utiliza o mesmo 

substrato para síntese de óxido nítrico (NO) que é um gás microbicida responsável pelo 

controle  dos  cisticercos.  Para  observar  se  há  uma  associação  entre  a  presença  de 

macrófagos expressando arginase com aumento da susceptibilidade à infecção por  T.  

crassiceps,  camundongos  BALB/c  foram  infectados  IP  com  10  cisticercos  e 

acompanhados diariamente por 84 dias. Foi avaliado o número dos cisticercos, o perfil 

sistêmico de citocinas, o perfil dos macrófagos do infiltrado e a deposição de colágeno 

no peritônio ao longo da infecção. Adicionalmente, os camundongos infectados foram 

tratados com inibidor  de arginase  ou com L-arginina.  A carga  parasitária  aumentou 

significativamente após o 30º dia, atingindo 1022 (±230) cisticercos no final do período 

experimental. O interferon γ (IFNγ) sérico dos animais infectados foi superior ao dos 

controles  no  28o dia  após  a  infecção  e  a  IL-4  no  42o dia.  Os  macrófagos  foram 

predominantes  durante  todo  período  experimental  e  os  polimorfonucleares  (PMN) 

apresentaram um pico no 14o dia após a infecção, retornando aos valores normais no 42o 

dia. Células portando o marcador CD301 presente em AAMø e com alta atividade da 

enzima arginase aumentaram nas duas primeiras semanas após a infecção mantendo-se 

alta por todo período experimental. A presença de colágeno no peritônio dos animais 

infectados  diminuiu  até  14o dia  após  a  infecção,  porém,  nas  fases  mais  tardias  o 

colágeno aumentou tornando-se superior ao dos controles. O tratamento com o inibidor 

da arginase ou L-arginina não alterou o perfil da infecção, porém, o inibidor de arginase 

inibiu a deposição de colágeno no peritônio. Estes resultados sugerem que a enzima 

arginase não interfere no controle dos cisticercos durante a infecção experimental por 
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cisticercos de T. crassiceps, mas ela é importante na formação de fibrose característica 

da cisticercose.

Palavras chaves: Taenia crassiceps, cisticercose, macrófagos alternativamente 

ativado, colágeno.
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Abstract

The role of arginase on experimental cysticercosis induced by Taenia crassiceps 

Murine  infection  by  Taenia  crassiceps cysticerci  is  used  as  an  experimental 

model  for  human and animal  cysticercosis.  In  this  infection  parasites  can be  found 

inside an inflammatory infiltrated enriched with macrophages. These macrophages can 

be divided in alternatively activated, that express high amount of the arginase enzyme 

and classically activated (CMø) that express high amount of induced nitric oxide sintase 

enzyme (iNOS). Arginase uses the substrate L-arginine to produce ornithine favoring 

the cellular proliferation and collagen synthesis. The iNOS uses the same substrate to 

synthesize nitric oxide (NO), which is a highly microbicide compound responsible for 

the  cysticerci  control.  To  observe  if  there  is  an  association  between  macrophages 

expressing arginase and an increase of the susceptibility to T. crassiceps, BALB/c mice 

were infected IP with 10 cysticerci and followed up by 84 days. It was measured the 

number  and  stages  of  the  cysticerci,  profile  of  systemic  cytokines,  profile  of  the 

macrophages in inflamed tissue and collagen deposition over the peritoneum. Besides, 

infected mice were treated with arginase inhibitor or L-arginine and followed up by 56 

days. The parasitic load was observed, which increased significantly after the 30th day. 

At the end of experimental period number of cysticerci was 1022 (±230). The serum 

interferon-γ (IFN-γ) of infected animals was higher than controls at the 28th day after 

infection and IL-4 at the 42th day. Macrophages were the major cells observed at the 

infected site, and the polimorphonuclear cells (PMN) picked at the 14th day after the 

infection,  returning to the normal  values at  the 42th day.  Cells  carrying  the marker 

CD301, present on AAMø, and high arginase activity increased in the early phase after 

infection.  The presence of collagen in the peritoneum of infected animals decreased 

until 14th day after the infection, however, in the latest phases the collagen increases 

and become superior to  the control.  The treatment  with the arginase inhibitor or L-

arginine  did  not  alter  the  profile  of  the  infection;  however  the  arginase  inhibitor 

inhibited the deposition of collagen in the peritoneum. These results suggest that the 

enzyme  arginase  does  not  interfere  with  the  control  of  the  cysticerci  during 

experimental infection with T. crassiceps cysticerci, but it is important for the formation 

of fibrosis in cysticercosis.

Keywords:  Taenia  crassiceps,  cysticercosis,  alternatively  activated 

macrophages, collagen.
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Revisão da literatura

 

Helminto é um termo usado para um grupo similar de parasitos multicelulares 

que são distribuídos em três filos: os platelmintos (helmintos achatados), os nematodas 

(helmintos arredondados) e os acanthocephalans (helmintos com cabeça de espinho). 

Uma ampla variedade de espécies de helmintos, possuindo um ciclo de vida que pode 

ser  monoxênico  com  transmissão  de  um  hospedeiro  definitivo  para  outro,  ou 

heteroxênico, envolvendo distintos estádios de vida e diferentes espécies de hospedeiro. 

Em  alguns  estádios,  os  parasitos  muitas  vezes  são  capazes  de  migrar  através  de 

diferentes órgãos, sistemas e tecidos dentro do hospedeiro. Há uma grande diversidade 

de helmintos adultos que podem variar em tamanho de centenas de micra até dez metros 

de  comprimento.  Geralmente,  os  cestodas  produzem  ovos  em  proglotes  que  são 

dispersos  no  meio  ambiente  e  que  podem  ser  carreados  por  um  vetor  artrópode 

facilitando a propagação da infecção (Jackson 2008)

Parasitos  helmintos  afetam  milhões  de  pessoas  em  todo  mundo,  sendo  a 

principal causa de doenças infecciosas. A morbidade a estas doenças vem aumentando, 

o que afeta a susceptibilidade a outros agentes infecciosos e em alguns casos, leva o 

hospedeiro à morte. Todavia, o cuidado efetivo com a saúde e medidas de saneamento 

básico ajudam tanto na eliminação como evitam a re-infecção (Gause et al. 2003)

A Teníase e a cisticercose 

Os cestódeos  Taenia solium  e  Taenia saginata  são os agentes etiológicos da 

teníase  humana.  O gênero  Taenia  pertence  à  família  Taeniidae,  classe  Cestoidea  e 

ordem  Cyclophyllidea  (Rey,  1991).  As  respectivas  formas  larvais,  Cysticercus 

cellulosae  e  Cysticercus  bovis,  causam  a  cisticercose.  As  tênias  possuem  dois 

hospedeiros durante o ciclo de vida, um definitivo e um intermediário.  O homem é 

único hospedeiro definitivo de ambas as tênias, alojando a fase adulta do parasito no 

intestino delgado. Os cisticercos se desenvolvem nos hospedeiros intermediários, sendo 

observados mais comumente na musculatura, mas podem também estar presentes em 

outros locais, sendo que os cisticercos de T. solium desenvolvem nos suínos e os de T.  

saginata nos bovinos. (Acha & Szyfres, 1986; Rey, 1991).

Os  conhecimentos  acerca  da  cisticercose  foram  inicialmente  datados  da 

antiguidade, por Aristóteles. Até a metade do século XIX, as informações sobre esta 
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helmintíase ficaram desconhecidas, até que pesquisadores alemães demonstraram que a 

larva de  Taenia solium era  a  responsável  por  promover a  doença tanto em animais 

quanto em seres humanos (Del  Brutto & Sotelo 1988). Os cisticercos  são liberados 

durante a digestão da carne e o escólex desenvagina sob ação da bile, fixando-se no 

intestino delgado do homem. As pessoas que preparam alimentos e provam a carne 

antes de cozinhar e indivíduos que fazem as refeições fora de casa estão mais sujeitos à 

teníase.  Fatores  econômicos,  culturais  (hábitos  alimentares)  e  religiosos  predispõem 

alguns  grupos  de  indivíduos  a  um  maior  ou  menor  grau  de  susceptibilidade.  Na 

culinária tradicional de muitas culturas há pratos que utilizam carne crua, como o quibe 

cru, que favorece a infecção humana. (Rey, 1991). 

As tênias podem viver muitos anos no intestino delgado do homem, que adquire 

o  patógeno  ao  ingerir  carne  contaminada  crua  ou  mal  cozida  contendo  cisticercos 

(Gemmell  &  Johnstone  1983).  Do  intestino  do  hospedeiro,  elas  liberam  proglotes 

grávidas  contendo  os  ovos  juntamente  com as  fezes,  que  contaminam  o  ambiente. 

Quando os bovinos ou os suínos ingerem os ovos das tênias junto com o pasto ou a 

água, desenvolvem cisticercos em seus tecidos. Devido à alta viabilidade dos ovos no 

meio ambiente, o animal pode se infectar sem a necessidade de ingerir diretamente as 

fezes. Há fatores que auxiliam a dispersão dos ovos tais como: a contaminação fecal do 

solo, o transporte através do vento, aves, anelídeo e artrópode (moscas, besouros, traças, 

formigas,  pulgas e ácaros (Gemmell  & Johnstone 1983; Lawson,  1982; Gemmell  & 

Lawson, 1982). 

Os ovos de todas as tênias são sensíveis à dessecação e à temperatura elevada 

(Gemmell & Lawson, 1982; Gemmell, 1987), podendo permanecer viáveis na pastagem 

por períodos que variam de 4 até 12 meses (Huggins, 1989). Os ovos são resistentes ao 

tratamento convencional de esgotos (Gemmell & Johnstone 1983; Reiff, 1994), porém o 

tratamento  da  água  como  floculação,  sedimentação  e  filtração  são  suficientes  para 

eliminar os ovos (Reiff, 1994). Na utilização de fezes como fertilizantes, a maneira mais 

prática de inviabilizar os ovos de tênia seria pela elevação da temperatura através da 

compostação aeróbica, que pode atingir temperaturas maiores que 65° C por mais de 7 

dias  (Reiff,  1994).  O calor  mata  os  cisticercos,  sendo que o  C. cellulosae morre  a 

temperaturas de 55°C, enquanto que o C. bovis morre a 50°C. A salga também torna os 

cisticercos inviáveis, sendo capaz de destruí-los quando presentes na carne de porco em 

14 dias quando a mesma é cortada e submersa em salmoura a 25% (Bartels, 1971).
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A aplicação  de  medidas  para  o  controle  da  teníase/cisticercose  depende  das 

características  epidemiológicas  da  enfermidade  na  região,  incluindo  condições 

econômicas,  sociais  e culturais.  A estratégia  fundamental  consiste em interromper o 

ciclo  evolutivo  do  parasita  a  fim de  evitar  a  infecção  nos  animais  e  na  população 

humana  (Organização  Panamericana  de  Saúde,  1994).  As  estratégias  consistem 

fundamentalmente em: melhoramento das condições de saneamento do meio ambiente; 

tratamento de toda a população infectada; melhoramento da criação de animais (evitar o 

acesso de animais à fezes humanas);  incremento na inspeção veterinária de carnes e 

derivados;  evitar  o  abate  e  comércio  de  produtos  clandestinos;  educação  em saúde 

enfatizando a adoção de hábitos de higiene (Gemmell & Johnstone 1983) (Organização 

Panamericana de Saúde, 1994; Reiff, 1994). Para países endêmicos, além das medidas 

citadas  acima,  o  congelamento  da  carne  também  pode  diminuir  a  transmissão  da 

enfermidade (Sotelo et al. 1986)

A Organização Pan-americana (OPAS) e Mundial de Saúde (OMS) consideram 

os  índices  de  1% para  teníase  humana,  0,1%,  para  cisticercose  humana  e  5% para 

cisticercose animal como endêmicos, caracterizando a endemicidade desta doença na 

América  Latina  e  ressaltando o  importante  problema de  saúde pública  da  teníase  e 

cisticercose.  Cerca  de  50  milhões  de  pessoas  no  mundo  apresentam a  cisticercose, 

incluindo  32  milhões  na  África,  11  milhões  na  Ásia  e  3  milhões  na  América.  Na 

América  Latina,  vários  países  são  considerados  endêmicos  para  a  cisticercose,  tais 

como: Argentina, Venezuela, México, Colômbia, Guatemala, Uruguai e Brasil (Flisser 

1991, Nascimento 1991, Pedretti et al. 1999).

Cisticercose humana

A importância do complexo teníase/cisticercose para a saúde pública resulta do 

fato de que o homem, além de hospedeiro definitivo da tênia, pode se tornar hospedeiro 

intermediário  e  abrigar  a  fase  larval,  caracterizando a  cisticercose humana (Acha & 

Szifres, 1986; Rey, 1991). Após um a três dias da ingestão de ovos, ocorre a liberação 

dos embriões no duodeno e jejuno.  As larvas alcançam a circulação sangüínea e  se 

fixam em diversos tecidos (Rey, 1992; Veronesi et al. (1991). 

Devemos  ressaltar  a  importância  da  cisticercose  em  diferentes  processos 

patológicos humanos,  os quais  dependem da localização do parasita.  Cisticercos em 

tecidos nobres, como o globo ocular e o sistema nervoso central (neurocisticercose), 
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provocam  doenças  mais  graves  que  cisticercos  em  outras  localizações,  como  a 

subcutânea, a muscular e a visceral, que são achados sem maior significado. Porém, a 

presença de cistos nessas últimas localizações poderia ser um indicador da presença de 

cistos nos tecidos mais nobres. (Sotello, et al., 1988; Flisser, 1991; Nascimento, 1998; 

Pefretti, 1999)

A cisticercose é a enfermidade parasitária que afeta o sistema nervoso central 

com a maior freqüência (De Albuquerque & Galhardo 1995, Del Brutto & Sotelo 1988), 

sendo considerada a mais grave das infecções parasitárias do sistema nervoso humano 

(Couldwell  & Apuzzo  1992;  Flisser  & Planoarte,  1991;  Schenone  et  al.,  1982).  A 

neurocisticercose  acomete  um  grande  número  de  pessoas  e  produz  algumas  vezes 

sintomatologia grave (Flisser 1991). 

As  freqüências  de  cisticercose  no  Brasil  variam de  0,12%  a  3,6%,  sendo  a 

localização mais freqüente o sistema nervoso central (Costa -Cruz et al. 1995). Segundo 

De  Albuquerque  e  Galhardo  (1995),  a  incidência  da  neurocisticercose  tem  sido 

considerada  baixa  no  nordeste  brasileiro,  sendo  mais  freqüente  nos  estados  do  sul, 

sudeste e centro-oeste do país. Isso pode ser devido à falta de diagnóstico, visto que as 

manifestações são de difícil diagnóstico (De Albuquerque & Galhardo 1995; Chequer & 

Vieira, 1990; Trevisol-Bittencourt et al., 1998; Vaz et al., 1990). A cisticercose pode ser 

encontrada  em  vários  estados  brasileiros,  dentre  eles  podemos  citar  Minas  Gerais 

(Gobbi et al. 1980), com incidência de 2,4% de casos de cisticercose e destes 66% eram 

neurocisticercose.  Clemente  &  Wernneck  (1990)  calculam  que  a  incidência  de 

neurocisticercose no Rio de Janeiro é de cerca de um caso por mês. No município de 

Ribeirão Preto, Estado de São Paulo, Chimelli et al. (1998) relataram uma prevalência 

de 67 casos/100.000 habitantes. Em Botucatu, no interior do Estado de São Paulo foram 

atendidos até 1990 oitenta e sete casos novos de NCC em moradores do município de 

90.761 habitante, correspondendo à prevalência aproximada de 96:100.000 habitantes. 

No  centro-oeste  a  prevalência  soro  epidemiológica  foi  de  4,14:100.000  habitantes 

enquanto a prevalência clínica foi de 1,86:100.000 habitantes, (Agapejev, 2003). Em 

catalão, Goiás, foram analisadas 354 amostras de habitantes testados pelo método de 

ELISA com o objetivo de detectar anticorpos IgG anti-metacestódeo de  T. solium. A 

freqüência de anticorpos nas amostras de soro da população estudada foi de 11,3%, 

sendo que a porcentagem de soro positividade para cisticercose foi significativamente 

maior  nos  indivíduos  que  residiam em áreas  sem sistema  de  esgoto  (p  <  0,0001). 

(Oliveira et al., 2006)
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O modelo experimental Taenia crassiceps

A  T.  crassiceps  foi  descrita  no  século  XIX  pelos  pesquisadores  Zeder  & 

Rudolphi,  que  a  descreveram  como  um  representante  da  família  Taeniidae,  classe 

Cestoidea e ordem Cyclophyllideae. Os parasitos adultos têm tamanho entre 7-14 cm, 

corpo segmentado em proglotes hermafroditas, ausência de trato digestório e escólex 

com duas coroas de acúlios (32-36 acúleos por fileira).  A forma larval,  Cysticercus 

longicollis é  caracterizada  por  um  cisticerco  de  4-5mm  de  diâmetro  com  escólex 

invaginado capaz de produzir  inúmeros brotamentos na superfície  de sua membrana 

(Freeman 1962, Maillard et al. 1998). 

O cestóide T. crassiceps foi inicialmente identificado como parasito de raposas 

vermelhas  (Vulpes  vulpes),  sendo  encontrado  principalmente  na  Europa  (Freeman 

1962).  O verme adulto  foi  detectado  em áreas  rurais  da  Grécia  infectando  raposas 

vermelhas, lobos, chacais e gatos selvagens (Papdopoulos et al. 1997). Na Alemanha foi 

relatada a presença de  T. crassiceps em várias regiões parasitando raposas vermelhas, 

texugos, fuinhas e gatos (Ballek et al. 1992, Loos-Frank & Zeyhle 1982, Pfeiffer et al. 

1997, Wessbecher et al. 1994). Raposas vermelhas infectadas também foram relatadas 

na Itália (Poglayen et al. 1985) e França (Petavy & Deblock 1980).

Os  cisticercos  de  T.  crassiceps podem  acometer  uma  grande  variedade  de 

animais, sendo os mais comuns, roedores como ratos, ratazanas e coelhos. Porém, estes 

parasitos já foram identificados em marmotas, lêmures, cães e gatos domésticos (Brojer 

et al. 2002, Deblock & Petavy 1983, Dyer & Greve 1998, Freeman 1962). A presença 

de animais domésticos infectados com o helminto adulto de  T. crassiceps  aumenta a 

probabilidade da incidência de casos em humanos, indicando que o homem pode atuar 

como hospedeiro paratênico desenvolvendo cisticercose. A cisticercose humana por T.  

crassiceps pode ocorrer tanto em indivíduos imunocompetentes como no relato de uma 

jovem que desenvolveu cisticercose no olho direito após contato com um cão infectado 

(Arocker-Mettinger  et  al.  1992). Em indivíduos  imunocomprometidos,  a  infecção  e 

desenvolvimento  de  doença  relacionada  à  T.  crassiceps,  parece  estar  ligada  a 

imunossupressão,  sendo  encontradas  em  pacientes  com  AIDS  e  outras  formas  de 

imunossupressão. Como por exemplo, o relato de caso de uma mulher de 82 anos com 

história  de  linfoma  de  células  B  não  Hodgkin  em  tratamento  quimioterápico,  que 

apresentou ao exame histopatológico cisticercos de T. crassiceps no subcutâneo e tecido 
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muscular (Heldwein et al. 2006).  Animais domésticos, como os gatos, também podem 

atuar  como  hospedeiro  paratênicos  (Wunschmann  et  al.  2003),  desenvolvendo 

cisticercos no sistema nervoso central e na região subcutânea.

Os  cisticercos  da  T.  crassiceps da  cepa  ORF  (do  inglês  Original  Fox) 

multiplicam-se rapidamente no peritônio de camundongos após a sua inoculação. Esta 

facilidade da manutenção deste parasito em modelo experimental estimula o seu uso em 

pesquisas científicas, principalmente aquelas relacionadas com as áreas bioquímicas e 

imunológicas (Vaz et al. 1997). Desta maneira, vários estudos da resposta imune em 

camundongos infectados por este helminto vêm sendo conduzidos, enfocando tanto a 

resposta nas primeiras semanas como em períodos tardios da infecção (Padilla  et al. 

2001).

Ciclo biológico da Taenia crassiceps

As formas adultas de  T. crassiceps  parasitam habitualmente o terço médio do 

intestino  delgado  de  canídeos,  especialmente  raposas,  coiotes  e  cães  domésticos 

(Arocker-Mettinger et al. 1992, Freeman 1962, Shimalov & Shimalov 2003), os quais 

eliminam em suas fezes as proglotes grávidas, repletas de ovos, que são ingeridos por 

roedores, hospedeiros intermediários naturais (FIGURA 1). Os ovos eclodem no trato 

digestório dos roedores, liberando o embrião hexacanto (6 a 8  µm) que penetra pela 

mucosa e migra pelo organismo do hospedeiro pelos vasos linfáticos, até se alojarem 

em um determinado órgão ou cavidade. Normalmente, ele se aloja na região subcutânea, 

cavidades pleurais ou abdominais,  região axilar,  costelas,  região inguinal  e de modo 

menos freqüente na escápula (Padilla et al. 2001). Nestes locais, o parasito desenvolve-

se  em larva  metacestóide  ou  cisticerco,  que  se  multiplica  por  diversos  brotamentos 

formados a partir de sua membrana externa. Esta forma larval pode ser detectada por 

volta de 12 dias após a ingestão dos ovos, podendo atingir o tamanho de 11 mm de 

comprimento. Os brotamentos se destacam do cisticerco na fase inicial, sendo que aos 

30 dias de infecção esse número é bem grande. Apesar de apresentar o canal do escólex, 

muitos  brotamentos  não  chegam a  apresentar  escólex,  sendo  incapazes  de  produzir 

parasitos  adultos,  mas  capazes  de  produzir  novos  brotamentos.  A  capacidade 

reprodutiva dos brotamentos aumenta com o tempo de infecção. O hospedeiro definitivo 

ingere as larvas metacestóides e desenvolve o helminto adulto em 34 a 70 dias após a 

infecção. Os ovos podem ser encontrados nas fezes do hospedeiro definitivo a partir de 
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5 a 6 semanas após a infecção, a qual se mantém por até 9 meses neste hospedeiro, 

evoluindo para a cura espontânea. Em hospedeiros intermediários e paratênicos não foi 

relatada a cura espontânea (Freeman 1962, Maillard et al. 1998)

Ciclo biológico da Taenia crassiceps

Figura 1: Ciclo biológico de T. crassiceps, com seus hospedeiros definitivos (1) 

Figura 1: ciclo biológico de T. crassiceps, com seus hospedeiros definitivos (1) 

canídeos,  (2)  ovos,  (3)  hospedeiros  intermediários  -  roedores,  e  (4)  cisticercos,  (5) 

hospedeiros paratênicos - mamíferos como o homem, lêmures e animais domésticos. 

Adaptado de Freeman et al. 1962 e Vinaud et al. 2007.
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A resposta imune aos helmintos

A resposta  imune  do  hospedeiro  deve  ser  construída  de  modo que  haja  um 

controle do parasito, mas sem a destruição do próprio tecido e sem deixar de responder 

a outros patógenos (Gause et al. 2003). As moléculas e células envolvidas em ativar a 

resposta  imune  contra  os  helmintos  permanecem  enigmáticas.  As  pesquisas  têm 

indicado a expansão das células T do tipo Th2 e células T regulatórias (T reg) como a 

resposta  característica  contra  esses  organismos  (Maizels  et  al.  2009).  As  infecções 

helmínticas podem inibir os efeitos das reações inflamatórias excessivas em populações 

expostas  a  alguns  agentes  infecciosos,  como  malária  e  influenza  e  aumentar  a 

susceptibilidade  aos  patógenos  intracelulares,  interferindo  na  ruptura  e  no  controle 

imunológico gerando alergia e auto-imunidade (Jackson 2008, Loukas & Prociv 2001).

As células dendríticas (DC) ocupam uma posição de destaque na ativação da 

resposta imune e existe um grande interesse em descobrir como elas interagem com os 

helmintos.  As  células  T  auxiliares  (Th)  CD4+  não  podem  diretamente  reconhecer 

antígenos, mas requerem que eles sejam processados e apresentados pelo complexo de 

histocompatibilidade maior (MHC) em moléculas de classe II presentes na superfície de 

células  apresentadoras  de  antígenos  (APC).  Dentre  elas  podemos  citar  as  DCs, 

macrófagos  e  células  B apresentando  antígenos  no  complexo  de  classe  II.  As  DCs 

também têm grande habilidade em ativar células Th naive iniciando uma resposta imune 

adaptativa e induzindo a geração de células efetoras (Carvalho Lucas et al. 2008). 

A resposta das DCs a produtos produzidos por patógenos microbianos é mediada 

por vários receptores da imunidade inata, destacando-se os receptores semelhantes ao 

Toll (TLRs),  que reconhecem padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs) 

como glicoproteínas e glicolípides que podem estar presente na superfície de helmintos. 

A ativação de uma DC inicia-se pela ligação dos antígenos a diferentes TLRs, os quais 

promovem a maturação das DC. Dentro desse novo estado de ativação, as DCs são 

capazes de secretar várias citocinas e quimiocinas, processar o antígeno, apresentar em 

moléculas de MHC e aumentar a expressão de moléculas co-estimulatória como CD80 e 

CD86. A maturação das DC tem sido considerada essencial para que elas se tornem 

hábeis em induzir respostas nas células T (Carvalho Lucas et al. 2008). 

Antígenos  de  helmintos  geralmente  não são bons para  induzir  uma eficiente 

geração de DCs madura. Esta falha na indução dos sinais convencionais de ativação de 

DC pelos produtos helmínticos pode ser devido à falta de expressão dos ligantes dos 
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TLR associados com a indução de citocinas antiinflamatória como IL-10, conhecida por 

diminuir a resposta imune como também a lesão tecidual devido uma resposta uma Th1 

eficiente.  (Kane et al. 2004, Rigano et al. 2007).

Por analogia com a indução de uma resposta Th1, onde ocorre à produção de 

interferon  γ (IFNγ) e fator de necrose tumoral (TNF), infecções helmínticas induzem 

uma resposta Th2, com alta produção de IL-4. Esta indução ocorre após a ligação dos 

PAMPs do parasito aos receptores de reconhecimento de patógenos (PRRs) expressos 

em DC. Os PAMPs dos helmintos podem estimular uma ou por mais vias dos receptores 

da família TLRs, como também ligar a receptores do tipo lectina-C ou receptores de 

proteínas contendo domínios de oligomerização de união com nucleotídeos (NOD), ou 

receptores ativados por proteases (Jackson 2008). Foi relatado que substâncias presentes 

em ovos  de  Schistosoma  mansoni (lacto-N-fucopentanose  III)  têm a  capacidade  de 

interagir com TLR4 ativando DC polarizando resposta para Th2. O liso-fosfotidilserina 

presente  no  S.  mansoni pode  interagir  com  TLR2  ativando  DC  favorecendo  a 

polarização de células Treg (van Liempt  et al. 2007). Produtos secretados/excretados 

por outros helmintos exercem efeitos imunomodulatórios sobre macrófagos e DC por 

mecanismos dependentes de TLR4 (Jackson 2008).

A diferenciação de célula Th em produtoras de IL-4 é um importante passo no 

desenvolvimento de uma resposta protetora efetiva no hospedeiro para a eliminação dos 

helmintos  intestinais.  A IL-4  pode  diretamente  mediar  mecanismos  de  expulsão  do 

verme e este mecanismo é implicado na amplificação das células Th2, produtoras de IL-

4, IL-5 e IL-9 e IL-13. Estas citocinas estão envolvidos na ativação de células como 

mastócitos,  eosinófilos  e  macrófagos  alternativamente  ativados  (AAM0)  e  com  o 

aumento  da  produção  de  IgE.  É  importante  elucidar  fatores  que  regulam  o 

desenvolvimento de células Th2 e sua essência no desenvolvimento de uma imunidade 

protetora.  Há  evidências  que  o  desenvolvimento  de  uma  resposta  Th2  em doenças 

infecciosas dependente de sinais co-estimulatórios como B71 e B72 (Jankovic et  al. 

2001). 

A  resposta  Th1  pode  contribuir  na  expulsão  de  vermes  viáveis  através  da 

produção de IFNγ, que está envolvida na geração de macrófagos classicamente ativados 

(CMø) com produção de reativos intermediários do oxigênio e do nitrogênio que destrói 

o tegumento do parasito e muda a qualidade da mucosa (Finkelman et al. 1997). O TNF 

pode agir diretamente sobre as células epiteliais do intestino ou também favorecer a 

resposta Th2 de modo acelerar a expulsão dos vermes (Artis et al. 1999).
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A  imunidade  humoral  também  é  relevante  no  controle  dos  helmintos.  Os 

anticorpos,  principalmente  da  subclasse  IgE,  ligados  ao  tegumento  do  parasito 

favorecem  o  reconhecimento  pelos  eosinófilos,  mastócitos  e  basófilos  através  dos 

receptores de alta afinidade chamados FcεRI. Esta ligação de alta afinidade de células 

ao anticorpo provoca a destruição do parasito, mas também do tecido caracterizando a 

citotoxidade celular dependente de anticorpo (ADCC). Após a ligação dos anticorpos às 

células  elas  se  desgranulam  liberando  grânulos  tóxicos  próximos  ao  tegumento  do 

parasito provocando destruição do mesmo (Abbas, 2007). 

Macrófagos na infecção parasitária 

Como citado anteriormente, citocinas do perfil Th1 e constituintes de patógenos 

são capazes de ativar macrófagos para o perfil de CMø. Uma das principais funções 

destas células é produzir reativos intermediários do oxigênio e do nitrogênio com alto 

poder microbicida. O óxido nítrico (NO) derivado dos CMø é citotóxico para larvas e 

certos  metazoários  como  Schistosoma (Ahmed  et  al.  1997),  mas em outras doenças 

helmínticas, como na infecção murina por Trichinella spiralis, esta molécula parece ser 

deletéria para o hospedeiro mediando lesões intestinais sem a expulsão do patógeno 

(Lawrence et al. 2000). 

AAMø são ativados por citocinas do perfil Th2, como IL-4, IL-13, mas também 

por  outras  citocinas  como IL-10,  TGFβ além de  glicocorticóides  e  constituintes  de 

alguns patógenos (Gordon 2003). Os AAMφ favorecem o crescimento larval e podem 

ser identificados pelo aumento da expressão de vários marcadores como CD23, CCR5, 

Arginase-1, Fizz-1, Ym-1 e TREM-2 e receptores para carboidratos como o receptor 

para manose (MR) e para galactose (CD301). (Anthony et al.  2007, Raes  et al. 2005, 

Reyes et al. 2009, Rodriguez-Sosa et al. 2002, Rodriguez-Sosa et al. 2006).

Uma das principais diferenças entre os CMφ e AAMφ é a alta expressão de NO 

sintase induzida (iNOS) nos CMφ e alta expressão de arginase nos AAMφ. Essas duas 

enzimas usam um substrato em comum, a L-arginina que é competitivamente regulada 

pelas citocinas do perfil Th1 ou Th2 (Modolell et al. 1995, Munder et al. 1998, Munder 

et  al. 1999).  Citocinas  do  tipo  Th1  induzem  ativação  clássica  de  macrófagos  com 
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indução da iNOS, que metaboliza a L-arginina gerando citrulina e NO. Citocinas do tipo 

Th2 resultam na ativação alternativa de macrófagos com expressão da arginase, a qual 

hidrolisa a L- arginina em ornitina, um aminoácido que é a principal fonte intracelular 

para síntese de poliamimas, gerando também a uréia (Goerdt & Orfanos 1999, Munder 

2009, Munder  et  al. 1998).  Poliaminas  são importantes  moléculas  para a  síntese de 

ácidos  nucléicos  e  podem  favorecer  o  crescimento  do  parasito.  Vale  ressaltar  que 

carboidratos constituintes de glicoproteínas de helmintos são capazes de se ligarem nos 

receptores do tipo lectinas  dos macrófagos e  induzirem diretamente um aumento da 

expressão de arginase-1 e do marcador de AAMφ, o Ym1, independente das citocinas 

IL-4 e IL-13 (Atochina et al. 2008). 

                   Figura 2: Perfis diferenciados de macrófagos 
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Influência de glicoconjugados na resposta imune

Os  helmintos  possuem  vários  carboidratos  na  superfície  que  podem  ser 

excretados/secretados e que têm um importante papel na regulação da resposta imune 

(Gomez-Garcia et al. 2006). Estes produtos podem ativar ou inibir as células do sistema 

imune inato e podem agir como mecanismos adjuvantes para aumentar a resposta Th2 

(Atochina et al. 2001, Terrazas et al. 2001). 

Carboidratos  da superfície  de patógenos podem se ligar  a receptores  do tipo 

lectinas na superfície dos macrófagos e células dendríticas. Lectinas que dependem de 

cálcio são chamadas de C-lectinas (Gazi & Martinez-Pomares 2009). As lectinas do tipo 

C do hospedeiro estão envolvidas em uma variedade de processos imune, entre eles, a 

captura e apresentação de antígenos, adesão celular, apoptose, polarização de células T 

(Loukas  &  Maizels  2000)  processo  homeostático,  reconhecimento  de  patógenos, 

migração  celular  e  sinalização  intracelular  (Gazi  &  Martinez-Pomares  2009).  Os 

principais receptores tipo C-lectina que estão aumentados em AAMφ são os receptores 

para  manose  (MR)  e  os  receptores  para  galactose,  o  CD301.  O  MR  é  capaz  de 

reconhecer  tanto  ligantes  endógenos quanto  ligantes  exógenos e  têm um importante 

papel  na  resposta  imune  inata  e  na  resposta  adaptativa  (Gazi  &  Martinez-Pomares 

2009).  Ele  tem alta  afinidade por manose e  fucose e é  importante  para a  ligação a 

diversos  patógenos,  como  Candida  albicans (Lee  et  al.  2003),  Cryptococcus  

neoformans (Syme  et al. 2002) ou  Mycobacterium tuberculosis (Kang et al. 2005). O 

CD301 não tem uma especificidade bem definida, mas este se liga preferencialmente a 

galactose, N acetil-galactosamina e carboidratos Lewis X (van Vliet  et al. 2008). Sua 

expressão  foi  descrita  apenas  em  macrófagos  e  células  dendríticas,  mas  não  em 

monócitos, sendo que a presença de células portando este marcador está associada à 

inibição da resposta imune (van Vliet et al. 2008). O CD301 apresenta alta afinidade por 

glicoproteinas  do  parasito  S.  mansoni  (van  Vliet  et  al.  2005),  por  glicoproteínas 

associadas a tumores (Ichii et al. 2000) e por carboidratos da matriz extracelular (van 

Vliet et al. 2008). A neutralização deste receptor por anticorpos bloqueadores foi capaz 

de favorecer o aumento do número de células metastáticas em modelos experimentais 

de tumores, indicando um papel dos macrófagos CD301+ na ligação e contenção de 

células tumorais (Ichii et al. 2000).

A  capacidade  de  sinalização  destes  receptores  não  é  clara  e  provavelmente 

depende da participação de outros receptores para uma eficiente transdução de sinal, 
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porém,  alguns  ligantes  do  MR  favorecem  a  produção  de  IL-10  e  diminuição  da 

produção de IL-12 (Gazi & Martinez-Pomares 2009). 

Os  patógenos  também  expressam  lectinas  do  tipo  C,  porém,  o  seu  papel 

biológico  ainda  é  desconhecido.  Sabe-se  que  as  C-lectinas  são  particularmente 

abundantes na secreção de T. canis (Loukas & Maizels 2000, Loukas & Prociv 2001) e 

de  Ancylostoma  (Mulvenna  et  al. 2009).  Foi  sugerido que  T.  canis produz  duas  C-

Lectinas (TES-32 and TES-70) com grande homologia  com proteínas de mamíferos 

como o CD23 (receptor de baixa afinidade para IgE) e MR. A TES-70 tem a habilidade 

de  se  unir  a  carboidratos  de  mamíferos  inibindo  células  do  hospedeiro  tornando-as 

capazes de evadir da resposta imune do hospedeiro (Loukas & Maizels 2000). Essa 

evasão  pode  ser  devido  à  capacidade  das  lectinas  mascararem  os  carboidratos  dos 

parasitos. 

A resposta imune a T. crassiceps

Durante a infecção experimental por cisticerco de T. crassiceps observa-se que 

nos  estágios  iniciais  da  doença  as  células  esplênicas  estimuladas  com  o  mitógeno 

concanavalina  A  (ConA)  produzem  preferencialmente  citocinas  do  perfil  Th1 

(Rodriguez-Sosa et al. 2002, Terrazas et al. 1998, Toenjes & Kuhn 2003, Toenjes et al. 

1999).  Este  fato  está  associado  a  uma  maior  destruição  do  parasito  e  uma  carga 

parasitária baixa (Alonso-Trujillo  et al. 2007, Mooney et al. 2000, Rodriguez-Sosa  et  

al. 2002,  Terrazas  et  al. 1998).  Em fases  mais  avançadas  da  doença,  as  citocinas 

encontradas após o estímulo de células esplênicas com a concanavalina A são do perfil 

Th2,  como  IL-4,  IL-5  e  IL-10  (Rodriguez-Sosa  et  al. 2002,  Terrazas  et  al. 1998, 

Toenjes & Kuhn 2003, Toenjes et al. 1999). Estas citocinas são associadas à modulação 

da resposta inflamatória (Conti et al. 2003, Robinson et al. 1997) que pode ser devida a 

presença de vários linfócitos B e T no local da infecção estimulado pelos antígenos do 

parasito e pela inibição da produção do IFNγ (Padilla et al. 2001, Toenjes et al. 1999). 

Este resultado é decorrente da combinação da resposta imune às larvas com os produtos 

imunoregulatórios  liberados  pelos  cisticercos  quando  estimulados  com  ConA  e 

antígenos do parasito (Toenjes et al. 1999).
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Como  citado  anteriormente,  a  resistência  a  helmintos  é  dependente  de  uma 

resposta  Th2  (Gause  et  al. 2003,  Locksley  1994,  Terrazas  2008),  entretanto,  esta 

resposta  Th2  está  associada  a  um  aumento  na  susceptibilidade  de  camundongos 

infectados com helmintos localizados em tecidos fora do intestino (Alonso-Trujillo  et  

al.  2007,  Rodriguez-Sosa  et  al. 2002).  No  caso  da  cisticercose  por  T.  crassiceps, 

observa-se  que  a  resistência  é  dependente  de  uma  resposta  Th1,  pois  animais 

desprovidos do gene de STAT4, os quais não são capazes de gerar uma resposta Th1 

eficiente, apresentaram uma maior dificuldade em controlar o parasito. Por outro lado, 

animais desprovidos do gene de STAT6, os quais não são capazes de gerar uma resposta 

Th2 eficiente, são mais resistentes à infecção (Alonso-Trujillo  et al. 2007, Rodriguez-

Sosa et al. 2002, Rodriguez-Sosa et al. 2004). O tratamento dos animais infectados com 

IFNγ ou anticorpos anti-IL-10 reduz o número de parasitas, ao contrário, o tratamento 

com IL-10 ou anticorpos anti-IFNγ mostrou uma exacerbação da infecção (Terrazas et  

al. 1999). Uma eficiente resposta Th1 com grande produção de IFNγ é importante para 

ativar a produção de NO, o que contribui para morte de vários patógenos intracelulares 

(Gazzinelli et al. 1998, Gordon 2003) e cisticercos de T. crassiceps (Alonso-Trujillo et  

al. 2007).

Os macrófagos provenientes de infecções agudas produzem altos níveis de IL-12 

e NO após o estímulo com LPS e têm a habilidade de estimular a resposta proliferativa 

de células T (Rodriguez-Sosa et al. 2004). No decorrer da infecção, estas células podem 

tornar-se  alteradas  devido  à  exposição  crônica  aos  parasitos  e  aos  seus  produtos, 

transformando-se  em  AAMφ,  com  atividade  supressora,  baixo  potencial  pró-

inflamatório,  sendo  responsáveis  em  desligar  respostas  inflamatórias  perigosa  ao 

hospedeiro (Terrazas 2008).

Alonso-Trujillo  et al. 2007, investigando o papel do NO na cisticercose por T.  

crassiceps  mostrou  que o  bloqueio  in  vivo da  enzima  iNOS  dos  CMø  torna  os 

camundongos altamente susceptível a cisticercose experimental. 

Para  melhorar  a  sobrevida  no  hospedeiro,  o  cisticerco  possui  diversos 

mecanismos que modulam a resposta imune e inflamatória. A superfície do parasito é 

recoberta por uma camada de polissacarídeo que dificulta a ativação do complemento na 

parede do cisto (White 2000). A ação da via clássica do complemento também é inibida 

pela paramiosina presente no parasito (Laclette  et al. 1990). Fatores secretados pelo 

cisticerco  induzem  a  produção  de  prostaglandinas  e  de  proteínas  de  baixo  peso 

molecular que diminuem a inflamação e alteram a produção de citocinas pelos linfócitos 
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T  auxiliares  (Arechavaleta  et  al. 1998).  O  cisticerco  secreta  proteases  que  podem 

degradar IL-2 e imunoglobulinas além de possuírem antígenos que induzem apoptose de 

linfócitos TCD4+ e CD19+ (Lopez-Briones et al. 2003, White 2000). 

Estudos recentes têm demonstrado que fatores solúveis obtidos dos parasitos são 

capazes de modular negativamente ou positivamente a resposta imune do hospedeiro. A 

maior parte dos fatores solúveis obtidos de macerado dos cisticercos é composta de 

carboidratos (Gomez-Garcia et al. 2006). Estes carboidratos aparentemente são capazes 

de induzir: 

a)  a migração de células mielóides supressoras (F4/80+Gr1+) para o sítio da 

infecção,  as quais modulam a proliferação linfocitária dependente de contato celular 

(Gomez-Garcia et al. 2006);

 b)  estimulação  da  produção  de  IFNγ  por  células  esplênicas  ou  peritoneais, 

dependente  da  ligação  a  receptores  semelhantes  ao  Toll-4  (TLR-4)  (Dissanayake  & 

Shahin 2007, Dissanayake et al. 2005); 

c) estimulação da produção de IL-4, IL-10 e TGFβ de maneira independente de 

ligação a TLR4 (Gomez-Garcia et al. 2006); 

d) indução da expressão de marcadores de macrófagos alternativamente ativados 

(Gomez-Garcia et al. 2006). 

Esses produtos liberados pelo parasito têm a capacidade de modular a resposta 

imune, através do contato desse antígeno com linfócitos T naive e células acessórias 

tornando-as hábeis na produção inicial de IL-4, o que promove a polarização para a 

resposta Th2 permissiva (Rodriguez-Sosa et al. 2002). 
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A enzima arginase

A enzima  arginase  hidrolisa  a  reação  da  L-arginina  para  L-ornitina  e  uréia. 

Existem duas  isoformas da enzima em mamíferos,  a  arginase  I,  que é  uma enzima 

citosólica expressa principalmente no fígado, mas também encontrada em células de 

origem mielóides (Munder 2009). A arginase II é mitocondrial, expressa em diversos 

tecidos, como rim, próstata, intestino delgado e glândula mamária (Munder 2009).

No fígado, a principal função da arginase é a desintoxicação pela eliminação da 

amônia como parte do ciclo da uréia, porém, em outros tecidos a arginase participa de 

outras funções. A L-ornitina produto da arginase pode ser descarboxilada para formar 

poliaminas, as quais são importantes para a síntese de ácidos nucléicos e proliferação 

celular.  A ornitina também pode sofrer a ação da ornitina aminotransferase para dar 

origem à prolina, um importante aminoácido para síntese de colágeno. 

No sistema imune, a arginase I é expressa principalmente em AAMφ, a qual é 

induzida  pelas  citocinas  IL-4  e  IL-13  (Gordon  2003).  Como  a  arginase  e  a  iNOS 

utilizam  o  mesmo  substrato,  a  L-arginina,  a  presença  da  arginase  em  AAMφ está 

associada à diminuição da atividade microbicida. Além disto, devido ao favorecimento 

da síntese de prolina, a presença de AAMφ tem sido implicada em processos fibróticos 

(Wilson & Wynn, 2009).

A  arginase  também  é  encontrada  em  fibroblastos,  onde  sua  expressão  foi 

descrita como induzida por IL-4 e IL-13 (Lindemann & Racke 2003), porém outros 

autores sugerem que a arginase de fibroblastos não sofre alterações após o tratamento 

com citocinas do perfil Th2 (Thompson et al. 2008). As isoformas de arginase presente 

nos fibroblastos variam entre as espécies, sendo que fibroblastos humanos expressam 

principalmente a arginase II e em roedores a arginase I (Warnken et al. 2010).

Além de  ser  expressa  nas  células  do  sistema imune,  patógenos  também são 

capazes de expressar arginase, a qual pode estar relacionada a um mecanismo de escape, 

pois esta enzima poderia depletar a L-arginina do meio e diminuir a síntese de NO, 

favorecendo o crescimento do patógeno (Fitzpatrick et al. 2009).

Desde que ambas as isoformas de arginase são intracelulares, a utilização deste 

aminoácido  pela  enzima é  dependente  do  seu  transporte  pela  membrana  celular.  O 

transporte de aminoácidos catiônicos em macrófagos murinos é feito por duas enzimas. 

A  CAT-1  é  expressa  constitutivamente  e  a  CAT-2  é  induzida  tanto  pela  ativação 
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clássica de macrófagos (IFNγ) quanto pela ativação alternativa (IL-4 e IL-10) (Louis et  

al. 1999, Yeramian et al. 2006). Animais deficientes em CAT-2 são mais susceptíveis à 

infecção  por  Toxoplasma  gondii devido  a  uma  menor  disponibilidade  da  arginina 

intracelular para produção de NO (Thompson et al. 2008). Porém, a ausência de CAT-2 

não altera a implantação de ovos de S. mansoni, mas aumenta a fibrose e a atividade da 

arginase de fibroblastos e de macrófagos (Thompson  et al.  2008), sugerindo que este 

transportador é importante para as duas vias tanto na captação de arginina para a síntese 

de NO, como também está relacionado com inibição da utilização da L-arginina pela 

arginase.
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Justificativa

Devido à importância da cisticercose humana e animal no Brasil a utilização de 

modelos experimentais favorece a compreensão da biologia do parasito e os processos 

imunopatológicos da doença. Assim, ao estudar o papel de algumas células como os 

AAMo, os quais participam do processo infeccioso e da formação de fibrose no tecido, 

poderá  permitir  a  elaboração  de  estratégias  para  um  melhor  controle  do  processo 

patológico desencadeado também por outras infecções que causam fibrose.
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Objetivos

 Objetivos Gerais

Relacionar o aparecimento de macrófagos alternativamente ativados (AAMo) e a 

atividade  da  enzima  arginase  com  a  resistência  ou  susceptibilidade  à  infecção 

experimental por  T. crassiceps e a deposição de colágeno induzida pela presença do 

parasito. 

Objetivos Específicos

1  -  Quantificar  dos  cisticercos  segundo  suas  características  macroscópicas 

presentes na cavidade peritoneal durante a infecção experimental com T. crassiceps

2 - Quantificar  as citocinas IL-12p40, IFNγ e IL-4 no soro de camundongos 

durante a cisticercose experimental

3- Avaliar e caracterizar  o perfil das células inflamatórias presente no lavado 

peritoneal no decorrer da infecção experimental com T. crassiceps.

4- Quantificar a deposição do colágeno no decorrer da infecção  experimental 

com T. crassiceps.

5- Avaliar o efeito da inibição da arginase ou suplementação com L-arginina no 

desenvolvimento da infecção experimental com T. crassiceps.
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Manuscrito 1

Segundo as normas da Revista do Instituto Oswaldo Cruz, exceto os gráficos e 

legendas que foram adicionados após os resultados para facilitar a leitura da dissertação.
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Resumo

A cisticercose é causada pela fase larvária de helmintos da família Taeniidae e o 

modelo  murino  para  esta  enfermidade  é  a  infecção  por  larvas  de  T.  crassiceps. 

Cisticercos  de  T.  crassiceps proliferam  por  brotamentos  na  cavidade  peritoneal  de 

camundongos e são controlados por um mecanismo dependente de macrófagos ativados 

por interferon γ (IFNγ). Para estudar as alterações no perfil de ativação de macrófagos 

durante a infecção por  T. crassiceps, camundongos BALB/c foram injetados com 10 

cisticercos na cavidade peritoneal e acompanhados por 84 dias. O número de cisticercos 

aumentou  semanalmente,  atingindo  em  média  1022  (±230)  parasitos  no  final  do 

experimento.  A  detecção  da  quantidade  significativa  de  IFNγ no  soro  dos  animais 

infectados no 28º dia contrasta com a detecção aumentada da IL-4 após o 42º dia da 

infecção.  Além  disso,  observamos  que  os  macrófagos  alternativamente  ativados 

(AAMo) começaram a aumentar  em número  já  nas  primeiras  semanas  da infecção, 

como demonstrado pelo aumento da atividade da enzima arginase (sétimo dia após a 

infecção) e da expressão de CD301 (14°dia). A deposição de colágeno nos tecidos da 

cavidade peritoneal mostrou-se significativamente aumentada a partir do 56º dia após a 

infecção. Os resultados indicam que cisticercos de T. crassiceps induzem uma geração 

rápida  de  macrófagos  alternativamente  ativados,  mas  o  aumento  da  deposição  de 

colágeno só é observado após aumento da produção de IL-4.
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Introdução

A teníase e a cisticercose são doenças endêmicas em diversos países do mundo e 

são causadas, respectivamente, pelas fases adultas e larvárias dos helmintos da família 

Taeniidae.  Na  América  Latina,  vários  países  são  considerados  endêmicos  para  a 

cisticercose, tais como: Argentina, Venezuela, México, Colômbia, Guatemala, Uruguai 

e Brasil (Flisser 1991, Nascimento 1991, Pedretti et al. 1999). 

O cestóide T. crassiceps foi inicialmente identificado como parasito de raposas 

vermelhas  (Vulpes  vulpes),  tendo  roedores  como  hospedeiro  intermediário  no  ciclo 

silvestre (Freeman 1962). Os cisticercos da cepa ORF deste parasito é incapaz de se 

transformar em verme adulto, pois não apresenta escólex, prolifera-se por brotamentos 

na  cavidade  peritoneal  de  camundongos  e  tem  sido  descrita  como  um  importante 

modelo experimental da cisticercose (Vaz et al. 1997). O controle da proliferação destes 

cisticercos  em  camundongos  é  dependente  da  ativação  de  uma  resposta  Th1, 

caracterizada  pela  grande produção de  IFNγ que  ativa  macrófagos  pela  via  clássica 

(Terrazas  2008).  Macrófagos  classicamente  ativados  (CMø)  expressam  uma  maior 

quantidade da enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) que utiliza a L-arginina 

para produção de óxido nítrico (NO) e citrulina (Martinez et al. 2009). O NO produzido 

por  estas  células  é  uma importante  molécula  microbicida  que  promove  a  morte  de 

diversos  patógenos,  incluindo  a  T.  crassiceps  (Alonso-Trujillo  et  al.  2007). 

Alternativamente, os macrófagos podem ser ativados por citocinas do perfil Th2, como 

a IL-4 e IL-13, sendo denominados de macrófagos alternativamente ativados (AAMø). 

Estes  macrófagos  caracterizam-se  por  apresentarem  um  aumento  na  expressão  da 

enzima arginase, a qual metaboliza a L-arginina para ornitina e uréia. A ornitina é um 

substrato para formação de poliaminas ou prolina,  sendo a primeira importante para 

síntese de ácidos nucléicos e a segunda importante para síntese de colágeno (Anthony et  

al. 2007, Edwards et al. 2006, Martinez et al. 2009). 

Embora as helmintíases sejam causadas por um grande número de organismos 

extremante  heterogêneos,  aceita-se  que  a  resposta  imune  a  estes  patógenos  seja 

dominada  por  um  perfil  Th2  (Anthony  et  al. 2007).  A  capacidade  de  helmintos 

induzirem  a  geração  do  perfil  Th2  está  associada  à  presença  de  glicoproteínas  ou 

glicolípides que ativam células dendríticas a induzirem a geração de linfócitos Th2 ou T 

reguladora (Harn et al. 2009).
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Inicialmente,  a  geração  de  AAMø  foi  associada  a  uma  prévia  ativação  dos 

macrófagos por citocinas Th2, sugerindo que uma resposta Th2 deve ser previamente 

gerada para que apareçam os AAMø (Martinez et al. 2009, Munder 2009, Stempin et 

al.).  Entretanto,  trabalhos  mais  recentes  têm  mostrado  que  grupos  de  carboidratos 

presentes em helmintos são capazes de diretamente ativarem a expressão de marcadores 

de AAMø (Atochina et al. 2008). Glicoconjugados de helmintos induzem um aumento 

da expressão de arginase-1 e da quitinase Ym-1 em macrófagos murinos mesmo na 

ausência de receptores para IL-4 e IL-13, (Atochina et al. 2008). 

A  ação  de  AAMø  em  uma  infecção  não  é  muito  clara.  Diversos  trabalhos 

demonstram  que  eles  são  importantes  células  imunossupressoras  por  diminuírem  a 

disponibilidade de L-arginina para os linfócitos T (Munder 2009, Pesce  et al. 2009, 

Stempin et  al.).  Além disto, os produtos da enzima arginase favorecem a síntese de 

colágeno  pelo  aumento  da  disponibilidade  ornitina  e  posteriormente  de  prolina, 

sugerindo que a presença de AAMø promove o aumento de fibrose e reparo tecidual 

(Munder 2009, Thompson  et al. 2008). A presença de AAMø associados aumento de 

fribose em infecções parasitárias crônicas têm sido amplamente difundidas (Marsland et  

al. 2008,  Munder  2009,  Thompson  et  al. 2008).  Porém,  este  aumento  de  fibrose 

dependente  da  arginase  específica  de  AAMø  não  foi  confirmada  no  modelo  de 

granuloma induzido por ovos de Schistosoma mansoni (Pesce et al. 2009).

Durante  a  infecção  por  cisticercos  de  T.  crassiceps, foi  observado  que  os 

macrófagos presentes no sítio da infecção possuem uma maior habilidade em produzir 

NO em uma fase mais inicial que macrófagos obtidos em fases mais tardias (Alonso-

Trujillo  et al. 2007, Mooney  et al. 2000, Rodriguez-Sosa  et al. 2002, Terrazas  et al. 

1998). Além disto, a resposta imune local é predominantemente Th1 nas fases iniciais e 

Th2 em fases mais tardias, sugerindo que os AAMø aparecem apenas nas fases mais 

tardias da infecção. Entretanto, alguns trabalhos demonstram que glicanas obtidas de T. 

crassiceps são  potentes  indutoras  de  uma  resposta  Th2  e  são  capazes  de  induzir 

diretamente a geração de AAMø (Gomez-Garcia  et al. 2006). Por outro lado, alguns 

carboidratos  obtidos  de  T.  crassiceps são  capazes  de  induzir  produção  de  IFNγ e 

favorecer a geração de uma resposta Th1 (Dissanayake and Shahin 2007).

Como ainda não é  claro  como é  a  participação de AAMø na  patogênese  da 

cisticercose por T. crassiceps e como antígenos do parasito podem induzir uma ativação 

clássica  ou  alternativa  dos  macrófagos,  investigou-se  neste  trabalho  a  cinética  do 

aparecimento  de  AAMø,  proliferação  dos  parasitos  e  deposição  de  colágeno  no 
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peritônio de camundongos infectados intraperitonealmente com cisticercos do parasito 

para  avaliar  se  existe  uma  associação  entre  a  presença  de  AAMø  com  o 

desenvolvimento dos parasitos e a formação de fibrose.
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Materiais e Métodos

Animais e infecção

Foram utilizados camundongos  isogênicos da linhagem BALB/c fêmeas com 

idade entre 6  a  12 semanas do Biotério  do Instituto  de  Patologia  Tropical  e  Saúde 

Pública da Universidade Federal de Goiás. Os animais foram mantidos em gaiolas 20 X 

30  cm,  separados  em  grupos  de  5  camundongos  por  gaiola.  A  luminosidade  foi 

controlada  por  foto  período de  12 horas.  Os  animais  receberam água esterilizada  e 

acidificada e ração esterilizada (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil) fornecidos ad libitum. 

O cisticerco de T. crassiceps pertencente à cepa ORF foi mantido por passagens 

intraperitoneais sucessivas, a cada 90 dias, em camundongos fêmeas BALB/c de 8 a 12 

semanas de idade de acordo com Vaz et al (1997). Os animais foram infectados ou não 

com 10 cisticercos de T. crassiceps viáveis na fase inicial.

Após diferentes períodos (7, 14, 21, 28, 42, 56 e 84 dias) os 35 animais foram 

eutanasiados por decapitação para obtenção do sangue. As células e os cisticercos da 

cavidade  peritoneal  foram  obtidos  por  lavagem  peritoneal  com  solução  salina 

tamponada  (PBS).  Os  animais  do  grupo  controle  foram  injetados  com  PBS.  Os 

procedimentos  deste  projeto  foram avaliados  e  aprovados  pelo  comitê  de  Ética  em 

Pesquisa  Humana  e  Animal  da  Universidade  Federal  de  Goiás  sob  o  protocolo 

030/2008. 

Pesagens dos animais

Os  animais  do  grupo  infectado  e  controle  foram pesados  semanalmente  em 

balança eletrônica de precisão (Bioprecisa BS3000A, série 09245) com precisão 0,1g.

Obtenção e quantificações dos cisticercos

Após a eutanásia dos camundongos, a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL 

de PBS estéril e a suspensão obtida colocada em tubos de polipropileno de 15 ml. A 

suspensão  contendo  células  e  cisticercos  ficaram  em  repouso  por  2  min  para 
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sedimentação  dos  cisticercos  e  coleta  do  sobrenadante  contendo  as  células.  Os 

cisticercos foram separados e diferenciados segundo (Vinaud et al. 2008).

Análises das células do lavado peritoneal

O lavado peritoneal contendo as células foi centrifugado a 300x g, durante 10 

minutos a uma temperatura de 10ºC. O sobrenadante obtido após a centrifugação foi 

desprezado e o sedimento foi ressuspendido com 1 ml de PBS. Para quantificação das 

células  foi  realizada  uma  diluição  de  1:10  em  azul  de  tripan  e  contagem  em 

hematocitômetro.  A concentração  final  de  células  ajustada  para  2x106/mL em PBS. 

Uma quantidade de 2x105 células foi centrifugada em citocentrífuga (FANEM) para se 

obter as amostras para confecção das lâminas para contagem diferencial das células. 

Essas  lâminas  foram  fixadas  com  metanol,  e  coradas  pela  panótico  (NEWPROV, 

Pinhais, PR, Brazil) e montadas com entellan (MERK).

Todas as lâminas foram analisadas sob microscopia de luz (objetiva de 100 X). 

Foram contadas 1000 células totais,  diferenciando polimorfonucleares,  macrófagos e 

linfócitos em cada lâmina para determinar o perfil do infiltrado inflamatório durante a 

infecção.

Ensaio  imunoenzimático  (ELISA)  para  determinação  da  IL-12p40,  IFNγ do 

perfil Th1 e IL-4 do perfil Th2.

Para os ensaios de ELISA de captura foram utilizados os anticorpos monoclonais 

produzidos a partir de hibridomas presentes no Laboratório de Citocinas da UFG. Os 

anticorpos de captura utilizados foram respectivamente: C17.8 para IL-12p40, XMG 1.2 

para IFNγ e 11B11 para IL-4. Estes anticorpos foram utilizados a 5 µg/mL (IL-12 e IFN

γ) ou 10µg/mL (IL-4) em PBS, dispostos no volume de 80 µL, nos poços das placas de 

ELISA (CORNING, NY, EUA) que foram mantidas à 4 ºC por 24 h. Em seguida, as 

placas foram lavadas cinco vezes com PBS contendo 0,04% de Tween 20 (PBS-Tween) 

e incubadas com solução de bloqueio soro bovino fetal  (SBF) a 3 % em PBS, 200 

µL/poço por 1 h a 37 ºC. As placas lavadas novamente em PBS-tween 20 e foram 

adicionados 80 µL dos soros equivalente a cada animal. Para as curvas padrões, foram 

adicionadas  as  citocinas  recombinantes  IL-12p40,  IFNγ,  IL-4  murinas  (R&D 
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SYSTEMS, MINNEAPOLIS, MN, EUA), ou em diluições sucessivas a 1:2 em meio 

RPMI completo, na concentração inicial de 10 ng/mL. As placas foram mantidas a 4 ºC 

por  24  h,  sendo  em  seguida,  lavadas  com  PBS-tween.  Os  anticorpos  monoclonais 

biotinilados para detecção foram utilizados a 5µg/mL em solução de bloqueio sendo o 

anticorpo C15.6 para IL-12p40, ASN18 para IFNγ e BVD6 para IL-4. Após 2 h em 

estufa  a  T.A.,  as  placas  foram  lavadas  com  PBS-tween  e  adicionou-se  80  µL  de 

estreptoavidina-peroxidase (SIGMA) diluída 1/2.000 em solução de bloqueio. Após 1 h 

de  incubação  a  T.A.,  as  placas  foram  lavadas  10  vezes  com  PBS-Tween  e  então 

adicionou-se 80 µL da solução de substrato, composta de O-fenilenodiamina diclorada 

(OPD, SIGMA) a 5 mg/mL em tampão citrato-fosfato pH 5,0, acrescida de 5 µL/mL de 

peróxido de hidrogênio 30 volumes. As placas foram mantidas ao abrigo da luz durante 

10 a 30 min (T.A.) e a reação colorimétrica foi interrompida com 50 µL de solução de 

ácido sulfúrico a 2 N. A densidade óptica (D.O.) foi detectada por leitor  de ELISA 

(Multiskan Thermo Labystems®) com filtro de 492 nm e filtro de referência de 620 nm. 

Avaliação da deposição de colágeno no peritônio 

A membrana peritoneal de animais infectados ou não infectados foi coletada e 

fixada  em formalina  tamponada  a  10%.  O material  foi  processado  pelo  método  de 

inclusão  em  parafina.  As  lâminas  foram  coradas  pelo  picro-sirus  e  examinada  em 

microscopia sob luz polarizada com objetiva de 40x. O colágeno foi quantificado por 

toda a extensão da membrana peritoneal após a fotografia de 30 campos por animal que 

foram analisados no programa Image J (NIH). 

Avaliação da atividade de Arginase 

As células obtidas como descrito anteriormente foram alicotadas em microtubos 

contendo 1x106 células em solução de PBS e lisadas com 5µl de 0,1% Triton X-100. 

Após 30 min de incubação foram adicionados 100µl de 25 mM Tris-HCl (pH 7.2) e 20 

µl de 10 mM MnCl2 para a ativação da enzima pela incubação a 56°C por 10 min. A 

hidrólise da L-arginina foi conduzida pela incubação de 100 µl desse lisado com 100 µl 

de 0,5 M de L-arginina (pH 9.7) a 37°C por 60 min. A etapa seguinte foi realizada em 

placa de 96 poços de fundo U (Corning, New York 14831, USA) para detecção da uréia 
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e  por  comparação  com  uma  curva  padrão  começando  80mg/dl  contendo  diluições 

seriadas em duplicatas de 200 µl em placa de 96 poços (Corning). Nesta etapa a uréia 

foi avaliada utilizando 5 µl da amostra pelo Kit UREA 500 (Doles, Goiânia, GO, Brasil) 

segundo instrução do fabricante. A densidade óptica (D.O.) foi detectada por leitor de 

ELISA  com  um  filtro  de  620  nanômetros.  Os  resultados  foram  expressos  como 

atividade da enzima em unidades. Uma unidade (U) foi definida como quantidade de 

uréia/dL produzida por 2,5 x 104 células por hora.

Cultura de Células peritoneais 

As  células  obtidas  no  item  análise  das  células  do  lavado  peritoneal  foram 

lavadas e incubadas a 1,5x106  células/500µl em placa de cultura de tecido de 24 poços 

(Corning). A incubação foi feita por 48 horas meio RPMI 1640 (Sigma) contendo 10% 

de SBF, 2µM de L-glutamina, 100U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e 

50 µM de 2-mercaptoetanol a 36°C, em 5% de CO2.

Dosagem de Óxido nítrico (NO)

 

Após 48 horas de incubação, o sobrenadante de cultura das células foi removido 

para  quantificação  do  produto  de  oxidação  estável  do  óxido  nítrico,  o  nitrito.  A 

concentração de nitrito foi mensurada pelo método colorimétrico de Griess (Green et al, 

1982), por comparação com uma curva padrão começando 100  µm. A revelação foi 

feita através da adição de solução de Griess (1:1) contendo 50 µl sulfanilamida a 1% e 

50  µl N.naftil-etilenodiamina a 0,1% em ácido fosfórico a 2,5%. Após dez minutos à 

temperatura ambiente, foi feita a leitura utilizando-se leitor ELISA com um filtro de 550 

nanômetros. 

Anticorpos para ELISA e Imunocitoquímica

Os  hibridomas  C17.8  e  C15.6  foram  doados  pelo  Dr.  Giorgio  Trinchieri 

(Instituto Nacional do Câncer, EUA). Os hibridomas XMG 1.2, 11B11, ASN18 e RB6-

8C6 (anti Ly6C/G) foram doados pela Drª Glória Maria Collet de Araújo Lima (UFG). 
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O  hibridoma  ER-MP23  (anti  CD301,  ou  receptor  para  N-acetil  galactosamina)  foi 

doado  pelo  Dr.  Pieter  Leenen  (Universidade  de  Erasmus  de  Roterdam,  Roterdam, 

Holanda). Anticorpos totais de rato (controle) foram purificados em coluna de proteína 

G de soro de rato Wistar e os demais anticorpos purificados a partir de sobrenadante de 

cultura dos hibridomas. 

Imunocitoquímica para detecção de células CD 301+ e Ly6C/G+

Para análise dos marcadores de superfície 2 x 105 células obtidas no item análise 

das células do lavado peritoneal foram centrifugadas em citocentrífuga (FANEM) para 

confecção de lâminas para microscopia As amostras em lâminas foram armazenadas a 

-20°C até a realização dos exames. Após o descongelamento das lâminas, foi feito o 

bloqueio com (PBS contendo 5% SFB) por 20 min à temperatura ambiente (TA). Após 

esse período, foi feito a lavagem com PBS-tween e adicionou-se 80 µL de solução de 

anticorpo purificados na concentração de 1 µg/mL em solução de bloqueio. O anticorpo 

IgG total de rato foi usado como controle negativo na concentração de 1 µg/mL em 

solução de bloqueio. Após incubação por 1 h, em câmara úmida, à 4 ºC, as lâminas 

foram lavadas cinco vezes com PBS-tween e adicionou a solução de anticorpos anti-IgG 

biotinilado  (Amersham  Pharmacia)  na  concentração  de  1:500  diluídas  em  solução 

bloqueio e incubadas por 40 min em câmara úmida. Após incubação, as lâminas foram 

lavadas cinco vezes com PBS-tween secadas cuidadosamente e foram adicionados 100 

µl do conjugado extreptoavidina® - peroxidase (SIGMA) na concentração de 1:500 em 

solução de bloqueio, incubadas entre 4° a 8°C em câmara úmida por 40 min. As lâminas 

foram lavadas por dez vezes com PBS-tween 20 e adicionou-se a solução do substrato 

(17,5ml  de  PBS  contendo2,5  mg  diaminobenzidine  –  DAB,  Sigma)  mais  5  µL de 

peróxido de hidrogenio 30%. 

A reação foi parada com água destilada e a contra-coloração com verde metila 

(Amersham Pharmacia). Colocou-se 100 µL do corante e aguardou–se 5 min para retirar 

o corante mergulhando a lâmina dentro de um béquer com água destilada. Todas as 

lâminas foram analisadas sob microscopia de luz utilizando aumento de 10x, 40x e 100x 

e a freqüência de células positivas foi determinada contando-se 1000 células por lâmina.
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Análise Estatística

Para  a  análise  estatística  foi  elaborado  um  banco  de  dados  eletrônico.  Em 

seguida, as variáveis foram testadas utilizando o programa Prisma 4.0 utilizando-se o 

Teste  de  ANOVA  seguido  por  Bonferroni.  Foram  consideradas  estatisticamente 

significantes quando p<0,05.
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Resultados

Caracterização e quantificação dos cisticercos presente na cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c em diferentes tempos de infecção

A  infecção  experimental  por  T.  crassiceps é  caracterizada  pela  presença  de 

numerosos cisticercos na cavidade peritoneal. O cisticerco na fase inicial apresenta-se 

pequeno  e  translúcido,  podendo  aumentar  o  seu  tamanho  agora  apresentando 

brotamentos  sendo  denominado  cisticerco  na  fase  larval.  No  decorrer  de  seu 

desenvolvimento, ele se torna mais opaco com numerosos brotamentos, provavelmente 

entrando em uma fase de destruição, sugerindo que sua viabilidade está alterada. Estes 

últimos  são denominados  de cisticercos  na fase  final  (FIGURA 1).  Para  verificar  o 

perfil  de  multiplicação  dos  cisticercos  durante  a  infecção  experimental  em 

camundongos BALB/c, os parasitos nas três fases foram quantificados em diferentes 

tempos  após  a  infecção.  No sétimo dia  após a  infecção  foi  possível  recuperar  uma 

pequena quantidade de parasitos da cavidade peritoneal dos animais (FIGURA 2). Nesta 

fase, a maior parte dos cisticercos encontrava-se na fase inicial (2,37± 2,72), sendo que 

raramente encontrou-se cisticerco na fase final (0,5±1,4). Entretanto, este maior número 

de cisticercos na fase inicial não foi estatisticamente diferente do número de cisticercos 

na fase final. A ausência de uma confirmação estatística se deve a não recuperação de 

cisticercos em nenhuma das fases em vários animais. Quatorze dias após a infecção foi 

recuperado um número total de cisticercos estatisticamente maior que no sétimo dia 

após a infecção, indicando uma grande proliferação dos parasitos, os quais passaram de 

um total de 3,62 (±3,5) no sétimo dia após a infecção para 83 (±45,3) no 14o dia. Neste 

último período e nos demais períodos não foram observados predominância de parasitos 

em nenhuma das fases, ou seja, o número de cisticercos na fase inicial, larval e final é 

similar em todos os tempos de infecção. Nos dias subseqüentes da infecção observa-se 

um aumento significativo do número total de parasitos, exceto entre o 28º e 42º dias, 

onde se observa um controle dos parasitos (359±105 no 28º dia e 358±40 no 42º dia). 

Ao se comparar o número de parasitos na fase inicial no 28º dia após a infecção com 

parasitos  na  fase  inicial  nos  42  dias,  observa-se  uma quantidade  significativamente 

menor  no  42º  dia  após  a  infecção,  indicando  que  o  controle  do  crescimento  dos 
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parasitos foi devido ao controle destes na fase inicial. O número de cisticercos volta a 

crescer, sendo que no 84º dia após a infecção observa-se que os animais apresentavam 

dificuldade para caminhar e para se alimentar, devido ao grande volume da cavidade 

peritoneal.  Este  período  foi  definido  como  limite  para  manutenção  da  infecção 

experimental. Nesta data o número total de cisticerco foi em média de 1022 (±230), 

sendo 333,75 (±191,9) na fase inicial; 337,12 (±101,6) na fase larval e 351,3± (108,12) 

na fase final. 

O aumento do número de cisticercos durante a infecção promoveu um aumento 

do  volume  da  cavidade  abdominal  e  do  exsudato  inflamatório  no  local,  o  que 

proporcionou  um  aumento  gradual  do  peso  dos  animais.  Desta  forma,  o  peso  dos 

animais  infectados  foi  significativamente  maior  que  o  dos  animais  controle  não 

infectados a partir do 35º dia após a infecção (FIGURA 3). Para avaliar se o aumento do 

peso dos animais pode ser utilizado como um parâmetro de gravidade da doença foi 

feita uma correlação entre o peso e o número total de cisticercos, a qual foi positiva 

como pode se observar na FIGURA 4 (Pearson r = 0,96). Vale ressaltar que no período 

entre o 280 e 420  dias após a infecção, o número total de cisticercos não alterou, mas o 

peso do animal aumentou, provavelmente devido ao aumento do exsudato inflamatório 

na cavidade peritoneal (FIGURAS 3 e 4).

Perfil de citocinas séricas durante a cisticercose experimental.

O controle do parasito e as alterações patológicas desencadeadas pelo patógeno 

dependem da resposta imune do hospedeiro,  sendo que as citocinas produzidas pelo 

hospedeiro  durante  a  infecção  irá  direcionar  o  tipo  de  resposta  imune  gerada.  A 

produção de IFNγ, relacionada ao perfil Th1 de resposta está associada à ativação da 

resposta imune celular e ao controle dos cisticercos. A quantidade desta citocina no soro 

dos animais  não infectados foi  inferior ao limite de detecção da técnica (0,1ng/mL) 

executada  nestes  experimentos.  No  soro  dos  animais  infectados,  o  IFNγ foi 

significativamente  superior  ao  limite  de  detecção  no  28°  dia  após  a  infecção  (0,78 

ng/mL ± 0,92 ng/mL),  atingindo níveis de 8,7 (±5,2) ng/ml no 84° após a infecção 

(FIGURA 5A). Outra citocina relacionada ao perfil Th1 é a IL-12, que foi detectada em 

níveis acima dos encontrados em animais controles apenas no 56° dia após a infecção. 

A  produção  foi  ainda  maior  no  84°  dia  após  a  infecção,  atingindo  níveis  de 

aproximadamente 7,24 (±4,4) ng/ml (FIGURA 5B). A IL-4, citocina do perfil Th2 que 
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está  relacionada  com  susceptibilidade  à  T.  crassiceps foi  detectada  em  níveis 

significativamente acima do limite de detecção (0,1 ng/mL) apenas a partir do 42° dia 

após a infecção (FIGURA 5C), sendo que não foi possível detectar esta citocina nos 

animais controles.  Esta alta produção de IL-4 foi  mantida no 56° e 84° dias após a 

infecção. Estes dados sugerem um perfil misto durante toda a infecção, mostrando uma 

resposta do tipo Th1 sistêmica mais precoce que uma resposta Th2 (FIGURA 5 A, B e 

C).

Caracterização das células inflamatórias presente no lavado peritoneal

No decorrer da infecção pode ser observada a formação crescente de um intenso 

exsudato, rico em células inflamatórias na cavidade peritoneal. Analisando estas células, 

observa-se que os macrófagos foram mais abundantes durante toda a infecção e que os 

polimorfonucleares foram as células que apresentaram uma variação de 10% a 40% 

(FIGURA 6). O número de linfócitos foi praticamente constante nos animais infectados 

por toda a infecção, mantendo-se em torno de 5% das células presente no lavado. No 

14° dia  após  a  infecção o  número de  PMN alcançou 42% das  células  da cavidade 

peritoneal, mantendo-se alto até o 28° dia e retornando para valores normais menores 

que 20% nos períodos subseqüentes. Das células mononucleares, os macrófagos foram 

os mais abundantes, totalizando em média 60% a 85% das células presente no lavado, 

sendo que no final da infecção observou-se apenas 50% (FIGURA 6).

A caracterização fenotípica das células no exsudato peritoneal também foi feita 

por imunocitoquímica utilizando-se dois anticorpos monoclonais. O primeiro foi o ER-

MP23, anticorpo específico para o receptor de N-acetil-galactosamina. Células portando 

este marcador compõem 15% das células presentes na cavidade peritoneal de animais 

controles,  porém  estas  células  aumentaram  para  36%  no  14º  dia  após  a  infecção 

(FIGURA 7A). Este valor acima de 35% de células positivas foi observado nos períodos 

subseqüentes da infecção. O outro anticorpo utilizado foi o RB6-8C5, específico para 

Ly6C/G presente principalmente em granulócitos,  mas também presentes em células 

plasmocitóides dendríticas e macrófagos inflamatórios recém migrados para o sítio da 

inflamação.  A presença  de  células  portando  o  marcador  Ly6C/G  foi  observada  em 

valores inferior a 5% nos animais não infectados, porém este número sobe para 11% no 

sétimo dia de infecção, mantendo-se sempre superior a 10% até no final do experimento 

(FIGURA 7B).
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Caracterização funcional dos macrófagos no exsudato inflamatório.

Macrófagos no ambiente de inflamação podem ser ativados por constituintes de 

patógenos, moléculas de superfície celular e fatores solúveis liberados pelas células do 

hospedeiro  como  as  citocinas.  CMø  produzem  NO  dependente  da  iNOS  enquanto 

AAMø produzem ornitina e uréia pela enzima arginase-1, sendo que ambas as enzimas 

usam a L-arginina como substrato. Para caracterizar o perfil funcional dos macrófagos 

presentes  no  exsudato  inflamatório  foi  avaliada  a  produção  espontânea  de  NO  em 

sobrenadante de cultura de células peritoneais após 48 h de cultura e a atividade de 

arginase presente nas células recém removidas da cavidade peritoneal do hospedeiro.

A produção de NO foi constante durante toda a infecção e semelhante àquela 

encontrada em células de animais não infectados, exceto no 84º dia após a infecção 

quando  a  produção  de  óxido  nítrico  foi  significativamente  menor  (FIGURA  8).  A 

atividade de arginase das células peritoneais dos animais não infectados foi menor que 

10U durante todo o período. Células  peritoneais de animais infectados apresentaram 

uma grande atividade de arginase já no 7º dia após a infecção (28U). Esta atividade no 

21° dia após a infecção alcançou 36U, aumentando para 48 U no 84° dia após a infecção 

(FIGURA 9). 

Depósito de colágeno no peritônio 

A enzima arginase usa como substrato a L-arginina para a formação de ornitina e 

uréia. A ornitina é convertida pela ornitina aminotransferase em prolina, um importante 

aminoácido  constituinte  do  colágeno.  Para  verificar  se  o  aumento  da  atividade  de 

arginase nas células peritoneais relaciona-se com um aumento da deposição de colágeno 

no peritônio, o colágeno na serosa peritoneal foi quantificado durante a infecção. Como 

pode ser observada na FIGURA 10, a quantidade de colágeno reduziu na fase inicial da 

infecção, sendo significativamente menor que no controle no 14º dia após a infecção. 

Nos dias subseqüentes, a quantidade de colágeno no peritônio dos animais infectados 

começa a crescer, atingindo uma quantidade significativamente maior que nos animais 

controles a partir do 56º dia. 
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Figura  1: Características 
macroscópicas de cisticercos de  T. crassiceps nos diferentes estágios de diferenciação 
retirados de camundongos BALB/c 60 dias após a infecção com 10 cisticercos em fase 
inicial. (A) cisticerco em fase inicial; (B) cisticerco em fase larval e (C) cisticerco em 
fase final.

Figura 2: Número de cisticercos de T. crassiceps recuperados de camundongos 
BALB/c  em  diferentes  períodos  após  a  infecção  de  acordo  com  estágio  de 
diferenciação.  Os  cisticercos  foram  removidos  da  cavidade  peritoneal  de  animais 
infectados em diferentes dias após a infecção e quantificados de acordo com o estágio 
de  diferenciação.  As  barras  apresentam  a  média  (±SD)  do  número  de  cisticercos 
recuperados em cada fase * indica diferença significativa entre o número de cisticerco 
recuperados em uma fase com o número de cisticercos recuperados na mesma fase em 
tempo imediatamente posterior ou anterior (P <0,05); # indica diferença significativa 
entre o número de cisticerco recuperados em uma fase com o número de cisticercos 
recuperados na mesma fase em tempo imediatamente anterior (P <0,05) 
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Figura 3: Peso médio dos camundongos BALB/c infectados com cisticercos de 
T. crassiceps em diferentes períodos após a infecção.  Camundongos BALB/c foram 
infectados  com  10  cisticercos  em  fase  inicial  e  o  peso  dos  animais  medido 
semanalmente. Os dados representam à média (±SD) do peso dos animais nos diferentes 
tempos. * indica diferença significativa entre o peso dos animais controles com o dos 
animais infectados no mesmo tempo (* p<0,05; ** p<0,01). (n=5)

Figura 4: Análise de correlação entre o número total de cisticercos recuperados 
dos 5 animais por cada dia experimental e o peso. Os dados representam a média (±SD) 
do número de cisticercos totais nos tempos 0, 7, 14, 21, 28, 42, 56 e 84 dias após a 
infecção. (n=5)
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Figura 5: Citocinas presentes no soro de camundongos infectados ou não com 
cisticercos  de  T.  crassiceps.  Camundongos  BALB/c  foram  infectados  com  10 
cisticercos  em  fase  inicial  as  citocinas  IFNγ (A)  IL-12p40  (B)  e  IL-4  (C)  foram 
quantificadas no soro dos animais nos diferentes tempos. As barras representam a média 
(±SD) de pelo menos 5 animais. * indica produção significativamente maior que a dos 
controles no mesmo período (A e B) ou que a do limite de detecção de 100 pg (C) (* 
p<0,05). ND significa valor abaixo do limite de detecção. 
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Figura 6: Número absoluto de leucócitos recuperados (A) e Porcentagem das 
diferentes populações celulares (B) na cavidade peritoneal de camundongos infectados 
ou não com T. crassiceps. Camundongos BALB/c foram infectados com 10 cisticercos 
em fase inicial e eutanasiados nos diferentes tempos. As células na cavidade peritoneal 
foram colhidas e coradas pelo corante panótico. Os símbolos representam a média ±SD 
do número absoluto ou porcentagem de células presentes na cavidade peritoneal de pelo 
menos 3 animais.  a indica diferença estatística entre controle e infectados,  b diferença 
estatística diferença entre o número absoluto de leucócitos entre o 14 e 84 dias * indica 
diferença estatística entre PMN de animais controles e infectados no mesmo período 
(p<0,05). # indica diferença estatística entre PMN de animais controles e infectados no 
mesmo período (p<0,05). CT - animais controles e INF - animais infectados

Figura  7:  Porcentagem  de  células  portadoras  dos  marcadores  e  CD301  (A) 
Ly6G/C  (B)  na  cavidade  peritoneal  de  camundongos  infectados  com  T.  crassiceps. 
Camundongos  BALB/c  foram  infectados  com  10  cisticercos  em  fase  inicial  e 
eutanasiados nos diferentes tempos. As células na cavidade peritoneal foram colhidas e 
marcadas  por  imunocitoquímica  e  contadas  em  microscopia  ótica.  Os  símbolos 

53

A

0
7 D

ias

14
 Dias

28
 Dias

42
 Dias

56
 Dias

84
 Dias

0

10

20

30

a

b

A

Dias após a infecção

N
úm

er
o 

ab
so

lu
to

de
 L

eu
có

ci
to

s 
x 

10
6

7 D
ias

14
 Dias

28
 Dias

42
 Dias

56
 Dias

84
 Dias

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
Macrófagos CT
Macrófagos INF
Linfócitos CT
Linfócitos INF

*
*

#
#

PMN CT
PMN INFB

Dias após a infecção

Pr
ce

nt
ag

em
 d

e 
cé

lu
la

s

Não
 in

fec
tad

o

7 D
ias

14
 D

ias

21
 D

ias

28
 D

ias

42
 D

ias

56
 D

ias

84
 D

ias
0

10

20

30

40

50

60

* *
* ***

A

Tempo após a infecção

P
or

ce
nt

ag
em

 d
e 

cé
lu

la
s 

C
D

30
1+

Não
 in

fec
tad

o

7 D
ias

14
 D

ias

21
 D

ias

28
 D

ias

42
 D

ias

56
 D

ias

84
 D

ias
0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20

* *
**

B

Tempo após a infecção

P
or

ce
nt

ag
em

 d
e 

cé
lu

la
s 

Ly
6C

/G
+

Mudar a legenda 



representam a média ±SD da porcentagem de células presentes na cavidade peritoneal 
de pelo menos 5 animais.). 

Figura 8:  Produção de óxido nítrico por  células peritoneais  de camundongos 
infectados  com  T.  crassiceps.  Camundongos  BALB/c  foram  infectados  com  10 
cisticercos em fase inicial e eutanasiados nos diferentes tempos. As células na cavidade 
peritoneal foram colhidas e cultivadas por 48 h em estufa a 36ºC. A quantidade de óxido 
nítrico  foi  avaliada  no  sobrenadante  de  cultura  pela  reação  de  Griess.  As  barras 
representam a média ±SD da produção de óxido nítrico de pelo menos 4 animais. * 
indica  diferença  estatística  entre  animais  controles  e  infectados  no  mesmo  período 
(p<0,05).

Figura  9:  Atividade  de  arginase  de  células  peritoneais  de  camundongos 
infectados  com  T.  crassiceps.  Camundongos  BALB/c  foram  infectados  com  10 
cisticercos em fase inicial e eutanasiados nos diferentes tempos. As células na cavidade 
peritoneal  foram colhidas  e  a  atividade  de  arginase  foi  avaliada  como descrito  nos 
materiais e métodos. As barras representam a média ±SD da atividade de arginase de 
pelo menos 4 animais. * indica diferença estatística entre animais controles e infectados 
no mesmo período (p<0,05).

54

7 D
ias

14  D
ia s

21  D
ia s

28  D
ia s

42  D
ia s

56  D
ia s

84  D
ia s

0

5

10

15

20

25

C ontro le
Infec ta do

*

Tempo ap ós a infecção

Ó
xi

do
 n

ítr
ic

o 
uM

7  D
ia

s

14  D
ia

s

21 D
ia

s

28  D
ia

s

42  D
ia

s

56 D
ia

s

84  D
ia

s
0

10

20

30

40

50

60 C ontro le
Infec ta do

* *

*
*

* *
*

Temp o após a infecção

A
ti

v
id

ad
e

 d
e

 a
rg

in
a

s
e

 e
m

 U
/1

0
6  c

é
lu

la
s



Figura 10: Deposição de colágeno no peritônio de camundongos infectados com 
T.  crassiceps.  Camundongos  BALB/c  foram infectados  com 10  cisticercos  em fase 
inicial e eutanasiados nos diferentes tempos. As barras representam a média ±SD da 
quantidade de colágeno de pelo menos 3 animais. * indica diferença estatística entre 
animais controles e infectados (p<0,05). 
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Discussão 

Cisticercos de T. crassiceps inoculados na cavidade peritoneal de camundongos 

BALB/c multiplicam-se por brotamento, ocupando uma grande extensão do abdômen e 

provocando uma distensão e acúmulo de líquidos e de leucócitos no local. A gravidade 

da doença depende do número de cisticercos presentes na cavidade peritoneal, sendo 

que há uma correlação positiva entre o número de cisticercos e o aumento do peso dos 

animais. Este dado indica que a pesagem dos animais pode ser uma forma de avaliar a 

gravidade da doença. 

Todas  as  alterações  nos  parâmetros  analisados  como o peso,  quantificação e 

qualificação dos parasitos, dosagens de citocinas séricas, porcentagem e fenótipo das 

células, produção de óxido nítrico e atividade da arginase até o 28º de infecção foram 

pequenas.  Pode-se  perceber  uma  pequena  proliferação  de  cisticercos,  mas  não  é 

detectado aumento do volume abdominal ou peso dos animais. A integridade dos órgãos 

da cavidade abdominal é preservada (dados não mostrados) e não se detecta citocinas 

pertencentes  ao  perfil  Th1  ou  Th2  no  soro.  No  14º  dia  destaca-se  o  aumento 

significativo de PMN que não é acompanhado por um aumento significativo de células 

Ly6C/G+.  Neste  período,  os  cisticercos  proliferam-se  lentamente,  provavelmente 

devido a um controle mediado pela ação de NO induzido por IFNγ (Alonso-Trujillo et 

al. 2007), embora não seja possível detectar IFNγ ou qualquer outra citocina no soro 

neste período (Figura 5; (Spolski et al. 2000, Toenjes and Kuhn 2003, Toenjes et al. 

1999). A produção de NO ex-vivo por células peritoneais também não se altera em 

relação aos animais não infectados neste período (Figura 9; (Toenjes and Kuhn 2003)). 

A atividade da enzima arginase está aumentada nas células peritoneais já no sétimo dia 

após  a  infecção  e  a  presença  de  células  portando  o  marcador  CD301  aumenta 

significativamente  no  14°  dia.  O  CD301  é  expresso  na  maioria  dos  macrófagos 

residentes  na  pele,  porém  a  expressão  desta  proteína  em  macrófagos  no  tecido 

inflamado está relacionada ao perfil de AAMø (Dupasquier et al. 2006). Estes dados 

sugerem que macrófagos são ativados para o perfil de AAMø no sítio da infecção já nas 

primeiras  semanas  após  o inóculo  dos  parasitos.  Até  o 21º dia  após a  infecção,  as 

alterações encontradas são pouco diferentes das já descritas. Em torno do 28o dia após a 

inoculação pode-se detectar a presença significativa de IFNγ no soro dos animais, o que 
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está de acordo com trabalhos anteriores (Toenjes et al. 1999). O número de cisticercos 

continua  aumentando  e  o  peso  dos  animais  aumenta  em relação  aos  controles  não 

infectados, embora este aumento não seja estatisticamente significativo. A quantidade 

de células PMN continua alta na cavidade peritoneal, corroborando trabalhos anteriores 

(Padilla et al. 2001). Entretanto, este aumento pode ser associado ao aumento de células 

Ly6C/G+. A produção espontânea de NO por células peritoneais permanece inalterada e 

a atividade de arginase permanece alta, assim como os marcadores de AAMø. 

No período subseqüente, entre o 28 e 42° dias após a infecção, o número total de 

cisticercos não se altera, mas o número de cisticercos recuperados em fase inicial no 42° 

dia é significativamente menor que os recuperados no 28° dia, indicando que a resposta 

imune foi parcialmente eficiente para controlar a proliferação do patógeno nesta fase. A 

maior atividade microbicida nesta fase também foi sugerida anteriormente por outros 

autores,  os quais demonstraram que os parasitos recuperados da cavidade peritoneal 

após o 42° dia de infecção têm uma viabilidade maior que a dos parasitos recuperados 

em períodos  anteriores  (Spolski  et  al.  2000).  Porém,  os  mecanismos  de  ataque  aos 

cisticercos não é capaz de manter o número de parasitos constante por muito tempo. 

Embora o IFNγ no soro dos animais infectados continua superior ao encontrado nos 

animais controles a partir do 28° dia de infecção, a produção de IL-4 sistêmica torna-se 

significativamente superior à dos animais controles apenas após o 42° dia de infecção, 

indicando que uma resposta Th1 precede a resposta Th2 na infecção por T. crassiceps, 

como descrito anteriormente para resposta imune local (Terrazas et al. 1998).

As células PMN retornam aos níveis normais no 42° dia após a infecção, porém 

a  porcentagem  de  células  Ly6C/G+  permanece  alta.  O  anticorpo  utilizado  neste 

trabalho, o clone RB6-8C5, é amplamente utilizado para marcar neutrófilos, célula que 

expressa grande quantidade de Ly6G. Porém, outras células como células dendríticas 

plamocitóides  e  macrófagos  supressores  também  são  marcados  por  este  clone  de 

anticorpo (Asselin-Paturel et al. 2001, Edwards et al.  2006, Geissmann et al.  2008). 

Além disto, macrófagos inflamatórios expressam uma grande quantidade de Ly6C, que 

é  ausente  em neutrófilo,  mas  também é  reconhecido  pelo  anticorpo  RB6-8C5  (dos 

Santos  et  al.  2008,  Geissmann et  al.  2008,  Mordue  and Sibley  2003).  Esses  dados 

indicam  que  células  Ly6C/G+,  que  não  são  neutrófilos,  começam  a  participar  da 

resposta imunológica em torno do 42° dia de infecção. Gomez-Garcia et al. mostraram 

que  fatores  solúveis  de  macerados  de  cisticercos,  os  quais  são  compostos 

principalmente de carboidratos, são capazes de induzir a migração de células Ly6C/G+ 
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com  atividade  supressora,  além  de  induzir  a  expressão  de  marcadores  de  AAMø 

(Gomez-Garcia et al. 2005, Gomez-Garcia et al. 2006). 

Os  AAMø  foram  descritos  como  células  relacionadas  à  imunossupressão, 

principalmente pela capacidade de secretar citocinas imunossupressoras como a IL-10 e 

o TGFβ, apresentação de antígenos favorecendo a ativação de células Th2 e depleção de 

arginina pela ação da arginase (Martinez  et al. 2009, Pesce  et al. 2009). Esta última 

inibe a proliferação de linfócitos Th1 e Th2 (Pesce et al. 2009). Entretanto, os AAMø 

também  podem  participar  diretamente  do  controle  de  helmintos  por  secreção  de 

quitinases  que  podem lesar  o  tegumento  do  patógeno,  depleção  do  aminoácido  L-

arginina que é importante para a proliferação celular ou outros mecanismos ainda não 

conhecidos (Anthony et al. 2007, Maizels et al. 2009).

Neste trabalho não foi observado um aumento significativo na porcentagem dos 

marcadores de AAMø, baseado nos receptores  CD301 e  atividade da arginase, após o 

28°  de  infecção.  Porém,  observa-se  que  há  uma  diminuição  na  capacidade  do 

hospedeiro  em controlar  a  infecção  após este  período.  Este  dado sugere  que outros 

fatores, além da simples presença de AAMø, podem ser mais importantes na inibição da 

resposta imune para favorecer a proliferação do patógeno. Diversos são os mecanismos 

que  os  cisticercos  possuem  para  inibir  a  ação  microbicida  do  sistema  imune.  A 

superfície do parasito é recoberta por uma camada de polissacarídeo que dificulta a 

ativação do complemento na parede do cisto (White 2000). A ação da via clássica do 

complemento também é inibida pela paramiosina presentes no parasito (Laclette et al. 

1990).  Fatores  secretados  pelo  cisticerco  induzem  a  produção  de  prostaglandinas  e 

proteínas de baixo peso molecular que diminuem a inflamação e alteram a produção de 

citocinas pelos linfócitos T auxiliares (Arechavaleta et al. 1998). O cisticerco secreta 

proteases capazes de degradar IL-2 e imunoglobulinas além de possuírem antígenos que 

induzem apoptose de linfócitos TCD4+ e CD19+ (Lopez-Briones et  al. 2003, White 

2000). 

Os AAMø também foram descritos como importantes células para promoverem 

o reparo tecidual e favorecerem a formação de fibrose em infecções crônicas (Anthony 

et al.  2007, Thompson et  al.  2008, Wynn et al.  2004).  Este aumento da fibrose foi 

sugerido pela grande expressão da enzima arginase 1 nestes macrófagos. Esta enzima 

favorece  a  síntese  de  colágeno  pelo  aumento  da  disponibilidade  de  ornitina  e 

posteriormente de prolina, principal aminoácido constituinte do colágeno (Thompson et 

al.  2008,  Wynn  et  al.  2004).  Neste  trabalho,  o  colágeno  presente  no  peritônio  foi 
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significativamente  reduzido  no  14°  dia  de  infecção  e  aumentou  nos  tempos 

subseqüentes tornando-se superior ao encontrado nos animais controles após o 56° dia 

de infecção. A formação de fibrose em um tecido que sofreu injúria depende de vários 

fatores. Geralmente, na fase da injúria observa-se a liberação de metaloproteinases que 

são  capazes  de  degradar  o  colágeno  e  os  componentes  da  matriz  extracelular  para 

favorecer  a  migração  de  células  para  o  tecido.  Esta  fase  é  seguida  por  uma  fase 

inflamatória  com  intensa  migração  de  leucócitos  (Wilson  and  Wynn  2009).  Os 

leucócitos que migram são altamente regulados por citocinas e quimiocinas produzidas 

pelas  células  no  sítio  da  inflamação  e  por  constituintes  dos  patógenos,  caso  estes 

estejam  presentes.  Um  balanço  entre  citocinas  anti-fibróticas  como  IFNγ e  TNF  e 

citocinas pró-fibróticas IL-13, IL-4 e TGFβ vão inibir  ou estimular  a proliferação e 

diferenciação de fibroblastos para se transformarem em células secretoras de colágeno, 

formando então o tecido fibroso (Wilson and Wynn 2009). A síntese de colágeno pelos 

fibroblastos é dependente da L-arginina e da enzima arginase, sendo que a arginase de 

fibroblastos parece ser mais importante que a arginase de macrófagos para a formação 

da fibrose (Thompson et al. 2008). Na verdade, a arginase AAMø foi capaz de inibir a 

síntese de colágeno no modelo de granuloma por ovos de  Schistosoma mansoni (Pesce 

et al. 2009). Nossos dados mostram que na fase tardia da infecção por cisticercos de T. 

crassiceps ocorre um aumento da produção de IL-4 sistêmica, o que favorece a geração 

de células Th2 produtoras de IL-4 e IL-13, as quais podem favorecer a proliferação dos 

fibroblastos e aumento da síntese do colágeno na fase crônica da infecção. Porém, não 

foram observada alterações significativas em marcadores de AAMø que associassem 

estas células com o aumento da deposição do colágeno no peritônio na fase crônica da 

infecção.

Neste  trabalho  foi  demonstrado  que  os  AAMø  podem  ser  observados  nas 

primeiras  semanas  após  a  infecção  experimental  com  cisticercos  de  T.  crassiceps, 

quando  ocorre  também  um  controle  da  proliferação  do  parasito  e  degradação  do 

colágeno no peritônio. No decorrer da infecção, a capacidade de controlar os parasitos 

diminui,  uma  resposta  sistêmica  Th1  muda  para  uma  resposta  mista  Th1/Th2  e  a 

presença  de  AAMø e  da  atividade  da  arginase  na  cavidade  peritoneal  sofre  pouca 

alteração em relação à fase inicial da infecção. A quantidade de colágeno no peritônio 

que foi reduzida nas primeiras semanas após a infecção aumenta após o 42° da infecção, 

ao  mesmo  tempo  em  que  aumenta  a  citocina  IL-4.  Desta  forma,  a  deposição  do 
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colágeno no peritônio relaciona-se mais  com a presença de citocinas  do perfil  Th2, 

como a IL-4 do que com a presença de AAMø.
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Manuscrito 2

Segundo as normas da Revista do Instituto Oswaldo Cruz, exceto os gráficos e 

legendas que foram adicionados após os resultados para facilitar a leitura da dissertação.
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Título: Inibição da arginase diminui deposição de colágeno no peritônio de 

camundongos infectados com cisticercos de  T. crassiceps sem alterar o perfil  da 

infecção.

Moura V. B. L; Silva, M. M. Batista, L. F.; Lino Júnior, R. S.; Oliveira, M. 

A. P.

Resumo

A cisticercose caracteriza-se pela presença de cisticercos que podem se alojar em 

diversas tecidos, os quais são contidos em um granuloma. Citocinas do Perfil Th1 e Th2 

e  diferentes  subpopulações  de  macrófagos  participam do  controle  do  parasito  e  da 

formação da fibrose ao redor do mesmo. Macrófagos classicamente ativados utilizam a 

L-arginina  para  produzir  óxido  nítrico  e  matar  os  parasitos,  enquanto  macrófagos 

alternativamente ativados e fibroblastos expressam a arginase que utilizam a L-arginina 

para produzir ornitina que favorece a proliferação celular, síntese de colágeno e fibrose. 

Para avaliar se o bloqueio da arginase interfere na susceptibilidade de camundongos à 

infecção por cisticercos de  T. crassiceps, os animais foram infectados e tratados com 

nor-NOHA por 56 dias. O peso dos animais, número de cisticercos e perfil de células no 

sítio da infecção não alterou, porém a deposição do colágeno no sítio da infecção foi 

inibida pelo tratamento com o inibidor de arginase. Estes dados sugerem que a arginase 

tem  pouca  importância  na  susceptibilidade  de  camundongos  à  cisticercose,  porém, 

bloqueadores desta enzima podem ser utilizados para minimizar as lesões fibróticas que 

ocorrem na cisticercose. 
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Introdução

A  cisticercose  caracteriza-se  pela  presença  de  larvas  de  cestodes  da  família 

Taeniidae nos tecidos do hospedeiro (Flisser  1991, Nascimento 1991, Pedretti  et  al. 

1999).  Os  cisticercos  podem se alojar  em diversas  tecidos e  infectam mais  de dois 

bilhões  de  pessoas  no  mundo, constituindo  uma  enfermidade  com  uma  grande 

importância na saúde pública (Maizels and Yazdanbakhsh 2003, Reyes et al. 2009). Ao 

redor do parasito observa-se a formação de um granuloma que ocorre sob a influência 

de  citocinas  associadas  aos  perfis  Th1  e  Th2  dos  linfócitos  e  paticipam  diferentes 

subpopulações  de  macrófagos,  que  também  são  responsáveis  pela  eliminação  dos 

parasitos (Robinson et al. 1997, Terrazas 2008).

A infecção de camundongos BALB/c por T. crassiceps é um importante modelo 

experimental para o estudo da cisticercose. Neste modelo, camundongos são injetados 

com cisticercos na cavidade peritoneal e diversas células do sistema imune, incluindo 

monócitos e macrófagos, são recrutadas para o sítio da infecção. Durante a infecção, 

estas células sofrem alterações em seus perfis, coordenando o combate ao parasito e a 

formação do granuloma (Robinson et al. 1997, Terrazas 2008). Numa fase inicial desta 

infecção, os macrófagos obtidos do sítio infectado são capazes de produzir IL-12 e NO 

após  o  estímulo  com  constituintes  de  patógenos,  sendo  associados  ao  perfil  de 

macrófagos classicamente ativados (CMø) (Rodriguez-Sosa et al. 2004). A geração de 

CMø é  dependente  da  produção de  citocinas  do  perfil  Th1 como IFNγ,  TNFα que 

induzem um aumento na expressão da enzima iNOS. Esta enzima utiliza a L-arinina 

para produção de citrulina e NO, sendo que esta última molécula é altamente tóxica e 

microbicida (Martinez et al. 2009). Nas fases mais tardias desta infecção, os macrófagos 

do sítio  infectado  não produzem mais  NO após o estímulo  com constituintes  de T. 

crassiceps, mas expressam uma grande quantidade da enzima arginase (Raes et al. 2005, 

Rodriguez-Sosa  et  al.  2004).  Macrófagos  expressando  arginase  são  gerados 

principalmente  pela  exposição  às  citocinas  do  perfil  Th2  como IL-4  e  IL-13 e  são 

conhecidos como macrófagos alternativamente ativados (AAMφ). A arginase também 

utiliza o substrato L-arginina,  porém produz L-ornitina e  uréia.  A ornitina pode ser 

utilizada  como  substrato  para  formação  de  poliaminas,  que  favorece  a  proliferação 

celular e a prolina é um importante aminoácido para a síntese de colágeno (Munder 

2009). Baseado nesta dicotomia, diversos trabalhos têm demonstrado uma associação 
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entre a presença de CMø com alta atividade microbicida e AAMφ com baixa atividade 

microbicida, intenso reparo tecidual e fibrose (Chang et al. 1998, Kropf et al. 2005, 

Thompson et al. 2008, Wilson and Wynn 2009). Além disto, como os dois tipos de 

macrófagos utilizam o mesmo substrato, acredita-se que a presença de um deles pode 

inibir a ação do outro. 

A produção de NO dependente da iNOS dos CMø foi associada ao controle de 

cisticercos da T. crassiceps, pois o tratamento com um inibidor da iNOS, o L-NAME, 

impediu  a  morte  dos  cisticercos  (Alonso-Trujillo  et  al. 2007).  Este  dado  levanta  a 

hipótese  de  que  a  presença  de  AAMφ produzindo  arginase  pode  ser  prejudicial  ao 

hospedeiro, favorecendo a proliferação dos parasitos. 

Além de expressarem a arginase, os AAMφ também são descritos como células 

que favorecem a geração do perfil Th2 que por sua vez aumenta a geração de AAMφ. 

Citocinas  do  perfil  Th2,  destacando-se  a  IL-13,  foram  descritas  como  importantes 

mediadores da síntese de colágeno em processos fibróticos, principalmente por ativarem 

a arginase em fibroblastos (Lindemann & Racke 2003). Além disto, os AAMφ podem 

também produzir outros mediadores,  como TGFβ,  o qual favorece a proliferação de 

fibroblastos e também ativa a expressão de arginase. Assim, é possível que a arginase 

produzida por fibroblastos também possa ser capaz de competir pela L-arginina presente 

no sítio infectado e inibir a produção de NO por CMø.

Além de citocinas do perfil Th2, glicoconjugados presentes em cisticercos de T. 

crassiceps são capazes de induzir a geração de AAMφ independente de IL-4 e IL-13 

(Gomez-Garcia et al. 2006, Atochina et al. 2008). Estes carboidratos podem se ligar a 

receptores tipo c-lectina, como o CD301, receptor para manose e o receptor DC-SIGN 

para induzir esta ativação (Van liempt, 2007, van Die & Dummings, 2009). O receptor 

CD301  pode  ser  bloqueado  pelo  anticorpo  específico  ER-MP23  (Dupasquier  et  al. 

2004), porém, se este bloqueio interfere na geração de AAMφ ainda não foi esclarecido.

Neste trabalho foi utilizado o inibidor seletivo da arginase,  o nor-NOHA e o 

anticorpo bloqueador  de CD301 para avaliar  a função da arginase e  dos AAMφ na 

suscetibilidade  dos  camundongos  à  infecção  experimental  por  T.  crassiceps e  para 

avaliar a deposição de colágeno no sítio da infecção.
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Materiais e Métodos

Animais e Tratamentos

Foram utilizados camundongos  isogênicos da linhagem BALB/c fêmeas com 

idade entre 6  a  12 semanas do Biotério  do Instituto  de  Patologia  Tropical  e  Saúde 

Pública da Universidade Federal de Goiás. Os animais foram mantidos em gaiolas 20 X 

30  cm,  separados  em  grupos  de  5  camundongos  por  gaiola.  A  luminosidade  foi 

controlada  por  foto  período de  12 horas.  Os  animais  receberam água esterilizada  e 

acidificada e ração esterilizada (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil) fornecidos ad libitum. 

Os animais foram infectados ou não com 10 cisticercos de T. crassiceps viáveis 

na fase inicial retirados da cavidade peritoneal de outros camundongos como descrito 

no item animais  e infecção.  Imediatamente  após a infecção,  os camundongos foram 

tratados intraperitonealmente ou não cinco vezes por semana com PBS,  IgG de rato 

total (100 µg/camundongo), IgG de rato anti-CD301 (100 µg/camundongo), inibidor de 

arginase  (400  µg/camundongo)  nor-NOHA  (de  Nω-  hydrosy-nor-L-arginine/  nor-

NOHA, BACHEM, USA), L-arginina (8mg/camundongo) (SIGMA). Após 56 dias de 

experimento os animais foram eutanasiados por decapitação para obtenção do sangue. 

As células e os cisticercos da cavidade peritoneal foram obtidos por lavagem peritoneal 

com solução salina tamponada (PBS). Os procedimentos deste projeto foram avaliados 

e  aprovados  pelo  comitê  de  Ética  em Pesquisa  Humana  e  Animal  da  Universidade 

Federal de Goiás sob o protocolo 030/2008. 

Cultivo e manutenção da cepa ORF

Os camundongos foram infectados com a forma larvária inicial de T. crassiceps, 

pertencentes à cepa ORF e mantidas no Biotério do IPTSP-UFG. A manutenção da cepa 

foi feito por passagens intraperitoneais sucessivas,  a cada 90 dias, em camundongos 

fêmeas  BALB/c  de  8  a  12 semanas  de  idade  de  acordo com Vaz et  al  (1997).  Os 

animais controles foram inoculados com PBS.

Pesagens dos animais

Os animais  do grupo infectado ou controle  foram pesados semanalmente  em 

balança eletrônica de precisão (Bioprecisa BS3000A, série 09245) 0,1g.
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Obtenção e quantificações dos cisticercos

Após a eutanásia dos camundongos foi feito um lavado peritoneal utilizando 3 

mL PBS estéril que foram colocados em tubos de polipropileno de 15 ml. A suspensão 

contendo células e cisticercos ficaram em repouso por 2 min para sedimentação dos 

cisticercos e coleta do sobrenadante contendo as células. Os cisticercos foram separados 

e diferenciados segundo (Vinaud et al. 2008) para posterior quantificação.

Cultura de células peritoneais

O lavado peritoneal contendo as células foi centrifugado a 300x g, durante 10 

minutos a uma temperatura de 10ºC. O sobrenadante obtido após a centrifugação foi 

desprezado e o sedimento foi ressuspendido com 1 ml de PBS. Para quantificação das 

células  foi  realizada  uma  diluição  de  1:10  em  azul  de  tripan  e  contagem  em 

hematocitômetro.  A concentração  final  de  células  ajustada  para  2x106/mL em PBS. 

Uma quantidade de 2x105 células foi centrifugada em citocentrífuga (FANEM) para se 

obter as amostras para confecção das lâminas para contagem diferencial das células. 

Essas  lâminas  foram  fixadas  com  metanol,  e  coradas  pela  panótico  (NEWPROV, 

Pinhais, PR, Brazil) e montadas com entellan (MERK).

Uma quantidade de 1,5x106  células/500µl em placa de cultura de tecido de 24 

poços (Corning). A incubação foi feita por 48 horas meio RPMI 1640 (Sigma) contendo 

10%  de  SBF,  2µM  de  L-glutamina,  100U/mL  de  penicilina,  100 µg/mL  de 

estreptomicina e 50 µM de 2-mercaptoetanol a 36°C, em 5% de CO2.

Dosagem de óxido nítrico (NO). 

Após 48 horas de incubação, o sobrenadante de cultura das células foi removido 

para quantificação do nitrito pelo método colorimétrico de Griess (Green et al, 1982) 

por comparação com uma curva padrão de NaNO3 começando 100 µm. A revelação foi 

feita através da adição de solução de Griess (1:1) contendo 50 µl sulfanilamida a 1% e 

50  µl N.naftil-etilenodiamina a 0,1% em ácido fosfórico a 2,5%. Após dez minutos à 

temperatura ambiente, foi feita a leitura utilizando-se leitor ELISA com um filtro de 550 

nanômetros. 

. 
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Avaliação da atividade de Arginase 

As células obtidas como descrito anteriormente foram alicotadas em microtubos 

contendo 1x106 células em solução de PBS e lisadas com 5µl de 0,1% Triton X-100. 

Após 30 min de incubação foram adicionados 100µl de 25 mM Tris-HCl (pH 7.2) e 20 

µl de 10 mM MnCl2 para a ativação da enzima pela incubação a 56°C por 10 min. A 

hidrólise da L-arginina foi conduzida pela incubação de 100 µl desse lisado com 100 µl 

de 0,5 M de L-arginina (pH 9.7) a 37°C por 60 min. A etapa seguinte foi realizada em 

placa de 96 poços de fundo U (Corning, New York 14831, USA) para detecção da uréia 

e  por  comparação  com  uma  curva  padrão  começando  80mg/dl  contendo  diluições 

seriadas em duplicatas de 200 µl em placa de 96 poços (Corning). Nesta etapa a uréia 

foi avaliada utilizando 5 µl da amostra pelo Kit UREA 500 (Doles, Goiânia, GO, Brasil) 

segundo instrução do fabricante. A densidade óptica (D.O.) foi detectada por leitor de 

ELISA  com  um  filtro  de  620  nanômetros.  Os  resultados  foram  expressos  como 

atividade da enzima em unidades. Uma unidade (U) foi definida como quantidade de 

uréia/dL produzida por 2,5 x 104 células por hora.

Anticorpos 

Os hibridoma RB6-8C6 (anti  Ly6C/G) foi  doado pela pela Drª  Glória  Maria 

Collet de Araújo Lima (UFG). O hibridoma ER-MP23 (anti-CD301-receptor para N-

acetil galactosamina) foi doado pelo Dr. Pieter Leenen (Universidade de Erasmus de 

Roterdam,  Roterdam,  Holanda).  IgG totais  de  rato  (controle)  foram purificados  em 

coluna de proteína G de soro de rato Wistar e os demais anticorpos purificados a partir 

de sobrenadante de cultura dos hibridomas. 

Imunocitoquímica para detecção de células CD 301+

Para análise dos marcadores de superfície 2 x 105 células obtidas como descrito 

anteriormente foram depositadas em lâminas para microscopia centrifugado 300 x g 

durante  10  minutos  a  uma  temperatura  de  10ºC  em  citocentrífuga  (FANEM).  As 

amostras em lâminas foram e armazenadas -20°c até a realização dos exames. Após o 

descongelamento das lâminas, foi feito o bloqueio com (PBS contendo 5% SFB) por 20 

min a temperatura ambiente (TA). Após esse período, foi feito a lavagem com PBS-
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tween e adicionou-se 80 µL de solução de anticorpo purificados na concentração de 1 

µg/mL em solução de bloqueio. O anticorpo IgG total de rato foi usado como controle 

negativo na concentração de 1 µg/mL em solução de bloqueio. Após incubação por 1 h, 

em câmara  úmida,  a  4ºC,  as  lâminas  foram lavadas  cinco vezes  com PBS-tween  e 

adicionou  a  solução  de  anticorpos  anti-IgG  biotinilado  (Amersham  Pharmacia)  na 

concentração de 1:500 diluídas em solução bloqueio e incubadas por 40 min em câmara 

úmida. Após incubação, as lâminas foram lavadas cinco vezes com PBS-tween secadas 

cuidadosamente e foram adicionados 100  µl do conjugado extravidina® - peroxidase 

(SIGMA) na concentração de 1:500 em solução de bloqueio, incubadas entre 4° a 8°C 

em câmara úmida por 40 min. As lâminas foram lavadas por dez vezes com PBS-tween 

20  e  adicionou-se  a  solução  do  substrato  (17,5ml  de  PBS  contendo  2,5  mg 

diaminobenzidine – DAB, Sigma) mais 5 µL de peróxido de hidrogênio 30%. 

A reação foi parada com água destilada e a contra-coloração com verde metila 

(Amersham  Pharmacia.  Todas  as  lâminas  foram analisadas  sob  microscopia  de  luz 

utilizando  aumento  de  10x,  40x  e  100x  e  a  freqüência  de  células  positivas  foi 

determinada contando-se 1000 células.

Avaliação da deposição de colágeno no peritônio 

A membrana peritoneal de animais infectados ou não infectados foi coletada e 

fixada  em formalina  tamponada  a  10%.  O material  foi  processado  pelo  método  de 

inclusão  em  parafina.  As  lâminas  foram  coradas  pelo  picro-sirus  e  examinada  em 

microscopia sob luz polarizada com objetiva de 40x. O colágeno foi quantificado por 

toda a extensão da membrana peritoneal após a fotografia de 30 campos por animal que 

foram analisados no programa Image J (NIH). 

Análise Estatística

Para  a  análise  estatística  foi  elaborado  um  banco  de  dados  eletrônico.  Em 

seguida, as variáveis foram testadas utilizando o programa Prisma 4.0 utilizando-se o 

teste de Kruskal-Wallis seguido o teste de Dunns. Foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05.
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Resultados

Inibição da arginase ou aumento de L-arginina não altera o curso da infecção 

experimental por cisticercos de T. crassiceps.

Cisticercos de T. crassiceps proliferam por brotamento na cavidade peritoneal de 

camundongos  BALB/.  A  proliferação  dos  cisticercos,  a  migração  de  células  e  o 

aumento  de  fluidos  na  cavidade  peritoneal  proporcionam um aumento  no  peso  dos 

animais infectados. O tratamento com inibidor da enzima arginase ou o fornecimento do 

substrato para a arginase (L-arginina) não altera a curva ponderal dos animais infectados 

(FIGURA 1A). O inibidor de arginase e a L-arginina também não altera o peso dos 

animais não infectados (FIGURA 1B), sugerindo que estes compostos, não alteraram a 

proliferação dos  cisticercos  e  a  entrada  de fluidos na cavidade  peritoneal,  tanto  em 

animais infectados quanto não infectados. A confirmação de que o inibidor de arginase 

e  a  L-arginina  não  interfere  na  proliferação  dos  cisticercos  pode  ser  observada  na 

FIGURA 2, a qual mostra que além do número total de parasitos permanecerr constante, 

os  cisticercos  nos  diferentes  estádios  de  evolução  também  não  sofrem  alterações 

significativas quando a arginase é bloqueada ou quando há um aumento do substrato 

para a enzima.

O  perfil  das  células  presentes  no  sítio  da  infecção  por  cisticercos  de  T. 

crassiceps não sofre alterações pela inibição da arginase ou aumento da disponibilidade 

de L-arginina. 

Macrófagos  alternativamente  ativados  em  um  sítio  infectado  podem  ser 

marcados  pelo  anticorpo  monoclonal  anti-CD301.  Para  observar  se  o  bloqueio  da 

arginase ou aumento da disponibilidade do substrato para a arginase interfere no perfil 

das  células  que  infiltram a  cavidade  peritoneal  de  camundongos  infectados  com  T. 

crassiceps,  as células peritoneais dos camundongos infectados foram analisadas para 

expressão  de  CD301  após  o  tratamento  com  nor-NOHA,  L-arginina  ou  PBS.  A 

porcentagem de  células  CD301+ não sofreu  nenhuma alteração  significativa  após  o 

tratamento  com nor-NOHA, porém,  aumentaram após o tratamento  com L-arginina, 

sugerindo que a L-arginina pode aumentar a expressão de CD301 em macrófagos ou 
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aumentar  a geração dos AAMφ.  (Figura 3 A e B).  As características funcionais das 

células, entretanto, não foram alteradas pelo tratamento com o inibidor reversível da 

arginase  o  nor-NOHA,  já  que  a  atividade  desta  enzima  em  células  obtidas  de 

camundongos que foram tratados por 56 dias com este inibidor permaneceu inalterada 

(Figura  4  B).  A adição  do  inibidor  de  arginase  durante  o  ensaio  para  dosagem da 

atividade da enzima  in vitro  revelou que este inibidor inibiu a síntese de uréia (dados 

não mostrados), indicando que ele é capaz de inibir a atividade da arginase. Como o 

inibidor é reversível e as células coletadas da cavidade peritoneal dos camundongos 

foram lavadas com PBS antes de serem submetidas ao estudo da atividade da arginase, a 

manutenção  da  atividade  da  enzima  em  valores  semelhantes  àquela  observada  nos 

animais não tratados sugere que o bloqueio da enzima não induziu nenhum mecanismo 

de  regulação  para  promover  alteração  na  síntese  da  arginase.  Aparentemente,  outra 

enzima que utiliza a L-arginina como substrato, a iNOS,  também não se alterou com o 

tratamento dos animais com L-arginina ou nor-NOHA, já que o NO produzido pelas 

células peritoneais em cultura permaneceu baixo e sem diferenças após os tratamentos 

(FIGURA 4 A). 

Inibição  da  arginase  diminui  deposição  de  colágeno  no  peritônio  de 

camundongos infectados com cisticercos de T. crassiceps

A arginase é importante para síntese de prolina, o principal aminoácido presente 

no colágeno. Como em uma infecção crônica por cisticercos observa-se a formação de 

um granuloma contendo  grande quantidade  de colágeno,  foi  avaliado  se  há  alguma 

interferência na deposição do colágeno no peritônio após o aumento da disponibilidade 

de L-arginina ou após a inibição da arginase em camundongos infectados. Embora o 

tratamento com L-arginina não tenha sido capaz de alterar a deposição de colágeno na 

cavidade  peritoneal,  a  inibição  da  enzima  arginase  foi  capaz  de  diminuir 

significativamente a fibrose local (FIGURA 5). Este dado confirma que a atividade da 

arginase  foi  significativamente  bloqueada  pelo  inibidor  nor-NOHA  neste  trabalho, 

embora a inibição não tenha interferido no número de parasitos e no perfil do infiltrado 

celular  como demonstrado  anteriormente.  A deposição de  colágeno  no  peritônio  de 

animais não infectados não se alterou com o bloqueio da enzima arginase, sugerindo 

que a dose do inibidor utilizada não interferiu nas funções fisiológicas da enzima. A 

confirmação de que a dose utilizada não foi tóxica foi obtida pela análise histológica do 
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fígado  de  animais  infectados  ou  não  infectados,  os  quais  estavam semelhantes  aos 

fígados dos respectivos animais controles (dados não mostrados).

Bloqueio do receptor para galactose (CD301) não altera o perfil da infecção por 

cisticercos de T. crassiceps

A enzima arginase I, que favorece a síntese de prolina e o aumento na produção 

de colágeno, é encontrada principalmente em macrófagos e em fibroblastos nos tecidos 

inflamados.  Os  macrófagos  que  possuem  grande  atividade  da  enzima  arginase  são 

conhecidos como AAMφ, os quais expressam grande quantidade do receptor para N-

acetil-galactosamina/  CD301.  Estes  receptores  podem ser  bloqueados pelo anticorpo 

monoclonal ER-MP23. Como carboidratos na superfície da T. crassiceps são indutores 

de AAMφ expressando uma grande atividade da arginase, foi investigado neste trabalho 

se o bloqueio de um dos receptores para carboidratos dos macrófagos, o CD301, poderia 

interferir na geração de AAMφ ou com a atividade da arginase nestas células. Como 

pode  ser  visto  na  FIGURA  6,  o  tratamento  com  anti-CD301  não  interferiu  no 

desenvolvimento da cisticercose experimental, pois o peso dos animais infectados não 

alterou  após  o  tratamento  (Figura  6A).  Além  disto,  o  número  de  cisticercos  nas 

diferentes fases também não foi alterado pelo tratamento com anti-CD301, embora a 

presença  de  anticorpos  irrelevantes  (IgG  de  Rato)  tenha  induzido  um  aumento  no 

número de cisticercos na fase inicial  (Figura 6B).  A presença destes anticorpos não 

alterou a  expressão de  CD301 nas  células  presentes  no infiltrado inflamatório,  nem 

alterou a  atividade  da  enzima arginase  (Figuras  6  C,  D).  Estes  dados sugerem que 

macrófagos  alternativamente  ativados  são  gerados  independentes  da  ligação  de 

carboidratos ao receptor CD301 e o bloqueio deste receptor não interfere na progressão 

da cisticercose experimental.
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Figura  1-  Análise  ponderal  de  camundongos  infectados  com  T.  crassiceps e 
tratados com de nor-NOHA ou L-arginina. Camundongos BALB/c foram infectados (A) 
ou não (B) com 10 cisticercos de T. crassiceps na fase inicial IP e tratados 5 vezes por 
semana com nor-NOHA (400 µg /camundongo) ou L-arginina (8 mg/camundongo). Os 
animais foram pesados semanalmente até 56 dias. As curvas representam a média ±SD 
do peso de 3 animais.
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Figura  2-  Número  de  cisticercos  recuperados  da  cavidade  peritoneal  de 
camundongos infectados com T. crassiceps  e tratados com nor-NOHA ou L-arginina. 
Camundongos BALB/c foram infectados com 10 cisticercos de  T. crassiceps na fase 
inicial IP e tratados 5 vezes por semana com nor-NOHA (400 µg /camundongo) ou L-
arginina (8 mg/camundongo). Os animais foram eutanasiados ao 56º dia após a infecção 
e os cisticercos recuperados da cavidade peritoneal foram quantificados de acordo com 
a sua fase  de desenvolvimento.  As barras  representam a média  ±SD do número de 
cisticercos de 3 animais.

81

PBS

Nor-N
O
HA

L-a
rg

in
in

a0
100
200
300
400
500
600
700
800
900

1000
1100
1200
1300

Larval
Final
Total

Inicial

Tratamento

N
ú

m
er

o
 d

e
 c

is
ti

ce
rc

o
s/

an
im

al



Figura  3- 

Porcentagem de células  CD301+ na cavidade peritoneal  de camundongos infectados 
com  T. crassiceps  e tratados com nor-NOHA ou L-arginina. Camundongos BALB/c 
foram infectados com 10 cisticercos de T. crassiceps na fase inicial IP e tratados 5 vezes 
por  semana  com  PBS,  nor-NOHA  (400  µg  /camundongo)  ou  L-arginina  (8 
mg/camundongo).  Os  animais  foram eutanasiados  ao  56º  dia  após  a  infecção  e  as 
células na cavidade peritoneal foram colhidas e marcadas por imunocitoquímica para 
CD301. A porcentagem de células positivas foi avaliada em microscopia de luz.  As 
barras  representam a  média  ±SD da  porcentagem de  células  presentes  na  cavidade 
peritoneal de 2 (PBS) ou 3 animais (Nor-NOHA e L-arginina).

 

82

PBS

Nor-N
O

HA

L-a
rg

in
in

a0
4
8

12
16
20
24
28
32
36
40
44
48
52
56
60

*

Tratamento

P
o
r
c
e
n
t
a
g
e
m
 
d
e
 
c
é
l
u
l
a
s
 
C
D
3
0
1
+



Figura 4- Produção de óxido nítrico (A) e atividade de arginase (B) de células na 
cavidade peritoneal de camundongos infectados com T. crassiceps e tratados com nor-
NOHA ou L-arginina. Camundongos BALB/c foram infectados com 10 cisticercos de 
T. crassiceps na fase inicial IP e tratados 5 vezes por semana com PBS ou nor-NOHA 
(400  µg  /camundongo)  ou  L-arginina  (8  mg/camundongo).  Os  animais  foram 
eutanasiados  ao  56º  dia  após  a  infecção  e  as  células  na  cavidade  peritoneal  foram 
colhidas  para  avaliação  da  produção  de  NO  ou  atividade  de  arginase.  As  barras 
representam a média ±SD da porcentagem de células presentes na cavidade peritoneal 
de  3  animais.  O  inserto  representa  a  atividade  da  arginase  das  células  obtidas  da 
cavidade peritoneal de camundongos tratados com nor-NOHA ou L arginina, mas não 
infectados. 
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Figura 5- Deposição de colágeno sobre o peritônio de camundongos infectados 
com  T. crassiceps  e tratados com nor-NOHA ou L-arginina. Camundongos BALB/c 
foram infectados com 10 cisticercos de T. crassiceps na fase inicial IP e tratados 5 vezes 
por  semana  com  PBS  ou  nor-NOHA  (400  µg  /camundongo)  ou  L-arginina  (8 
mg/camundongo).  Os  animais  foram  eutanasiados  ao  56º  dia  após  a  infecção  e  o 
peritônio  foi  processado  em  parafina  para  preparação  de  lâminas  coradas  com 
picrosírius. As barras representam a média ±SD da porcentagem de células presentes na 
cavidade peritoneal de 3 animais. * indica diferença estatística do grupo de animais 
tratados com PBS. (P<0,05). O inserto representa o colágeno depositado no peritônio de 
camundongos tratados com nor-NOHA ou L-arginina, mas não infectados.
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Figura  6-  Tratamento  com  anticorpo  anti-CD301  não  altera  o  curso  da 
cisticercose experimental. Camundongos BALB/c foram infectados com 10 cisticercos 
de  T.  crassiceps na fase  inicial  IP e  tratados 5 vezes por  semana com PBS,  100  µ
g/camundongo de IgG de Rato inespecífica ou IgG de rato anti-CD301. O peso dos 
animais foi avaliado semanalmente (A). Os animais foram eutanasiados ao 56º dia após 
a  infecção  e  as  células  na cavidade  peritoneal  e  os  cisticercos  foram colhidos  para 
avaliação do número e estágios dos cisticercos (B), porcentagem de células ER-MP23+ 
(C) e atividade de arginase (D). * indica diferença do grupo de animais tratados com 
PBS. (P<0,05).
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Discussão 

A  arginase  é  uma  enzima  encontrada  em  duas  isoformas  em  mamíferos  e 

hidrolisa  a  L-arginina  para  geração  de  L-ornitina  e  uréia.  A  arginase  I  é  expressa 

principalmente  no  fígado,  onde  participa  do  ciclo  da  uréia  que  é  um  importante 

mecanismo  fisiológico  de  eliminação  de  amônia  em  mamíferos  (Munder  2009).  A 

arginase II é uma proteína mitocondrial expressa em vários tecidos, como rim, próstata, 

intestino delgado e glândulas mamárias. Nestes tecidos, ela é importante em diversas 

funções fisiológicas como a geração de poliaminas para proliferação celular e transporte 

através das membranas (Munder 2009). Macrófagos, células dendríticas, neutrófilos e 

fibroblastos  também  são  capazes  de  expressar  a  arginase  I,  principalmente  após  a 

ativação com citocinas do perfil Th2, como IL-4 e IL-13 (Warnken et al. 2010, Maizels 

et al. 2009, Munder 2009). A arginase de AAMφ compete pelo substrato L-arginina 

com a  iNOs,  inibindo  a  síntese  de  NO  e  a  capacidade  microbicida  dos  CMø.  Os 

resultados deste trabalho demonstram que a inibição da arginase ou a suplementação de 

L-arginina não altera o perfil da infecção experimental por cisticercos de T. crassiceps. 

Tanto  o  número  total  quanto  os  cisticercos  nas  diferentes  fases  de  evolução 

permaneceram inalterados após o tratamento com nor-NOHA ou com L-arginina. Este 

dado sugere que a L-arginina presente no sítio da infecção encontra-se em excesso para 

ser  utilizada  pelos  macrófagos  para  produzirem  NO.  Este  excesso  de  L-arginina 

disponível  é  confirmado  pelo  fato  de  que  a  adição  deste  aminoácido  na  cavidade 

peritoneal também não altera o curso da infecção. Esta falta de competição entre iNOS e 

arginase pode ser parcialmente explicada pelo fato de que a indução da enzima iNOS, 

em macrófagos, na infecção por  T. crassiceps é muito baixa. Assim, uma quantidade 

pequena de L-arginina disponível seria suficiente para proporcionar uam produção do 

NO que controla os parasitos. A hipótese de que a indução da iNOS é baixa pode ser 

comprovada pelo fato de que a produção espontânea de NO por células peritoneais de 

camundongos infectados é semelhante à dos controles não infectados em todas as fases 

da infecção (MOURA, 2010, manuscrito em preparação). Vale ressaltar que embora a 

produção de NO seja baixa, o bloqueio da iNOS é capaz de inibir a morte do cisticerco 

(Alonso-Trujillo et al. 2007). 

Além de ser expressa em AAMφ, a arginase é expressa em várias outras células, 

as  quais  utilizam  a  L-arginina  para  produção  da  L-ornitina.  Esta  última  pode  ser 
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metabolizada  pela  ornitina  descarboxilase  para  gerar  poliaminas,  como a  putrecina, 

espermina  e  espermidina,  que  são  metabolizadas  em ácidos  nucléicos  utilizados  na 

proliferação celular (Munder 2009, Pesce et al. 2009). A depleção de arginina em um 

microambiente  tem  sido  relacionada  à  imunossupressão  devido  à  inibição  da 

proliferação de linfócitos (Modolell  et al. 2009, Pesce  et al.  2009, Rodriguez  et al. 

2007). Desta forma, era de se esperar uma menor resposta imune contra os parasitos e, 

consequentemente,  um aumento  da  carga  parasitária  nos  animais  tratados  com nor-

NOHA. Porém, existem relatos de que diversos microorganismos também possuem a 

enzima arginase, a qual é utilizada para favorecer o crescimento dos patógenos por duas 

vias: a) produção de poliaminas e b) depleção L-arginina disponível para o hospedeiro 

produzir NO (Fitzpatrick et al. 2009, McGee et al. 2004, Viator et al. 2008). Como a T. 

crassiceps também é capaz de expressar a arginase (dados não mostrados), é possível 

que a enzima dos parasitos também seja inibida pelo inibidor da arginase, fazendo com 

que a ação do nor-NOHA interfira tanto na resposta imune do hospedeiro, quanto na 

proliferação do parasito, mantendo o perfil final da doença inalterado. 

A geração dos AAMφ é  dependente principalmente de citocinas Th2, porém, 

glicoconjugados  de  helmintos  são  capazes  de  induzir  a  geração  destas  células  em 

animais deficientes do receptor para IL-4 e IL-13 (Atochina et al. 2008). A ativação de 

células  mielóides  por  glicoconjugados  é  mediada  por  3  receptores,  o  receptor  para 

manose,  o  receptor  para  galactose  (CD301)  e  o  intracellularadesion  molecule  -3  

(ICAM-3)) grabbing nointegin (DC-SIGN) (van Liempt et al. 2007). Neste estudo, o 

bloqueio  do  receptor  para  galactose  não  alterou  a  infecção  por  cisticercos  por  T. 

crassiceps,  o  que  corrobora  os  achados  de  van  Liempt  e  colaboradores  que 

demonstraram que para inibir a ativação de células dendríticas por carboidratos devem-

se bloquear os três receptores e não apenas um deles (van Liempt et al. 2007). Embora 

os  AAMφ sejam  geralmente  associados  com  uma  atividade  anti-microbicida,  estas 

células também podem ter ações microbicidas, as quais são mediadas pela quitinase que 

degrada o tegumento de helmintos, ou outros mecanismos ainda não bem esclarecidos 

(Anthony et al. 2007, Maizels et al. 2009).

Na cisticercose ocorre a formação de um granuloma, onde citocinas dos perfis 

Th1  e  Th2  podem  ser  encontradas  regulando  a  sua  formação  e  a  ativação  dos 

mecanismos  para  controle  dos  parasitos  (Robinson  et  al. 1997).  A  formação  do 

granuloma ao  redor  do  patógeno  é  importante  para  que  antígenos  microbianos  não 

estimulem excessivamente o sistema imune promovendo um aumento da lesão tecidual 
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(Wynn et al. 2004). Por outro lado, a grande formação da fibrose pode comprometer a 

função dos órgãos parasitados e ser responsável pela patogênese da doença (Pesce et al. 

2009). Desta forma, a deposição de colágeno ao redor do patógeno deve ser controlada 

para que seja grande o suficiente para conter os antígenos dentro do granuloma, mas o 

menor possível para impedir comprometimento dos órgãos. 

A  formação  de  um  tecido  fibroso  na  inflamação  crônica  parece  ser  feita 

principalmente por fibroblastos ativados pelas citocinas TGF-β e IL-13, sendo que o 

papel  dos  AAMφ está  mais  relacionado  à  inibição  da  atividade  da  arginase  dos 

fibroblastos por depleção de L-arginina promovendo inibição da síntese de colágeno 

(Pesce et al.  2009, Wilson & Wynn 2009). Nossos resultados mostraram que embora o 

inibidor nor-NOHA não tenha interferido na atividade  dos  AAMφ,  este  inibidor  foi 

capaz de diminuir a deposição de colágeno no peritônio dos animais infectados. Vale 

salientar que a dose de inibidor de arginase utilizada nestes experimentos foi quatro 

vezes maior do que a dose que induziu um aumento na resistência de camundongos à 

infecção por L. major descrita em outro trabalho (Kropf  et al. 2005). Este dado sugere 

que a síntese de colágeno por fibroblastos é altamente sensível ao inibidor nor-NOHA. 

Esta maior sensibilidade ao inibidor para a síntese de colágeno não é compreendida no 

momento,  porém  é  possível  que  os  mecanismos  de  captação  do  inibidor  pelos 

fibroblastos sejam mais eficientes que dos macrófagos.

Neste  trabalho  foi  demonstrado  que  a  inibição  da  arginase  não  altera  a 

proliferação  dos  cisticercos  durante  a  cisticercose  experimental,  porém,  inibe  a 

deposição de colágeno no sítio da infecção. Desta forma, nossos resultados suportam a 

idéias  de  que  o  uso  de  um  inibidor  de  arginase  juntamente  com  outros  produtos 

microbicidas  pode  auxiliar  em  infecções  onde  a  fibrose  tecidual  faça  parte  da 

patogênese da doença, pois a deposição de colágeno é mais facilmente bloqueada pelo 

inibidor nor-NOHA que outros processos dependentes da L-arginina.
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Anexo

Figura 1 - 
Inibição 

da atividade 
de arginase pelo inibidor nor-NOHA  in vitro  em cisticercos e macrófagos residentes. 
Cisticercos  nas  fases  finais  ou  iniciais  foram  macerados  e  o  fluido  vesicular  e  as 
cápsulas coletadas separadas e tratadas com solução de lise (PBS contendo 0,1% de 
Triton  100).  Células  residentes  da  cavidade  peritoneal  de  camundongos  BALB/c 
também foram tratados com solução de lise. A atividade de arginase de cada lisado foi 
quantificada e a quantidade de lisado contendo 10 U de atividade foi diluída em 50 µL 
de PBS contendo ou não 0,67mM de inibidor de arginase nor-NOHA. A atividade da 
enzima foi avaliada  na 
presença ou  ausência  do 
inibidor. Como  mostrado 
o  inibidor de  arginase 
inibiu 

significativamente a atividade da enzima do cisticerco e de macrófagos  in vitro. n=3 
experimentos exceto para fluido inicial.
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Figura 2 - Inibição da atividade de arginase pelo inibidor nor-NOHA in vitro em 
macrófagos  peritoneais  de  camundongos  infectados.  1  x106  células  peritoneais  de 
camundongos BALB/c infectados por 21 dias com  T. crassiceps foram tratados com 
solução de lise. (PBS contendo 0,1% de Triton 100).  A atividade de arginase de cada 
lisado foi quantificada na presença ou ausência de 0,67mM de inibidor de arginase nor-
NOHA. Como pode ser observado, o inibidor de arginase inibiu significativamente a 
atividade da enzima macrófagos infectados in vitro. n=3 experimentos.
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Discussão

A habilidade das infecções helmínticas em regular a resposta imune é observada 

por décadas. Os helmintos possuem vários carboidratos na superfície, os quais podem 

ser  excretados/secretados  exercendo  um  importante  papel  na  regulação  imune, 

principalmente, favorecendo a instalação do perfil Th2 (Atochina et al. 2001, Gomez-

Garcia  et  al.  2006,  Terrazas  et  al.  2001).  Estes  carboidratos  se  ligam a  receptores 

específicos presentes  em macrófagos,  promovendo a geração dos  AAMo. Além dos 

carboidratos, citocinas do perfil Th2 como IL-4 e IL-13 também favorecem a geração 

dos AAMo, sendo fundamentais para sustentar sua atividade (Harn I2009). 

Macerado dos cisticercos contendo glicoconjugados (Gomez-Garcia et al. 2006) 

são capazes  de induzir  respostas  proliferativa  de células  T naive  (Rodriguez-Sosa  I 

2002),  migração  de  células  mieloides  supressoras  (F4/80+Gr1+),  expressão  de 

marcadores de AAM0 e a produção de citocinas IL-4, IL-10 e TGFβ (Gomez-Garcia I 

2006, Terrazas 2008, Wilson &Wynn 2009).

A presença  de  AAMo em infecções  helmínticas  e,  mais  particularmente,  na 

cisticercose experimental  tem sido associado a um aumento da resposta imune Th2, 

aumento da proliferação dos parasitos, aumento da fibrose (Terrazas 2008, Wilson and 

Wynn 2009). No presente trabalho nós observamos que os macrófagos foram as células 

que predominaram por todo processo experimental, sendo o alvo de nossa investigação 

através de sua avaliação funcional e fenotípica. 

As  proteínas  expressas  por  AAMo ajudam no controle  da inflamação,  como 

também na expulsão de parasitos que vivem no lúmen intestinal (Maizels et al. 2009). A 

arginase expressa nestes AAMo ajuda na resposta imune na infecção por S. mansoni e 

inibe  o  desenvolvimento  da  doença  hepatoesplênica  severa.  Acredita-se  que  nesta 

infecção a arginase dos AAMo é capaz de depletar  L-arginina que é requerida para 

manutenção  da  proliferação  de  células  T  e  da  resposta  Th2.  Como  a  inflamação 

granulomatosa no fígado e intestino e a fibrose são dependentes da resposta Th2 em 

camundongos  cronicamente  infectados,  a  inibição  da  proliferação  de  linfócitos  Th2 

diminui as lesões patológicas (Pesce et al. 2009). Na esquistossomose murina crônica, o 

tamanho do  granuloma  e  a  fibrose  produzida  ao  redor  do  ovo  são  dependentes  da 

presença da cadeia α do receptor da IL-4 (Mentink-Kane et al. 2004). Este receptor 

possui duas cadeias, sendo que uma delas  é compartilhada para formar o receptor da 

IL-13,  sendo  que  camundongos  deficientes  do  receptor  da  IL-13  ou  IL-13Rα  são 
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protegidos da fibrose e  podem sobreviver  por  mais  tempo quando comparados com 

camundongos selvagens infectados cronicamente (Chiaramonte et al. 2001, Fallon et al. 

2000, Ramalingam et al. 2008). Esses dados indicam que a resposta Th2 com grande 

quantidade IL-4 e IL-13 são fundamentais para a produção de colágeno e fibrose. 

A resposta imune inicial obsevada na cisticercose experimental é do tipo Th1 

que  mantém  uma  baixa  carga  parasitária  e  pouca  deposição  de  colágeno  local.  A 

resposta do tipo Th2 só foi observada aos 42 dias de infecção, enquanto a resposta Th1 

também se manteve alta na fase tardia, mostrando o perfil misto sistêmico da resposta 

imune. A partir dos 42 dias observamos alterações significantes no perfil da infecção. O 

número  de  cisticercos  cresceu  exponencialmente  comparado  com  a  fase  inicial  da 

infecção,  indicando um pior  prognóstico  dessa  doença.  Estes  dados  sugerem que  o 

aparecimento da resposta Th2 favoreceu a proliferação dos parasitos.

Citocinas do perfil Th2 induzem um aumento da expressão da arginase, a qual 

tem importância fundamental na patogênese dessa infecção experimental. Para avaliar a 

importância  desta  enzima  foi  utilizado  o  inibidor  competitivo  nor-NOHA,  como 

também a  suplementação  do  substrato  usado  pelas  enzimas  arginase  e  iNOS,  a  L-

arginina. Após o tratamento com nor-NOHA não foi observado alterações marcantes 

entre os grupos nos vários parâmetros analisados a ponto de alterar o curso da infecção. 

Vale ressaltar que uma quantidade de nor-NOHA quatro vezes menor do que a utilizada 

neste  trabalho  inibiu  a  enzima  arginase  in  vivo durante  a  infecção  por  Leishmania 

major, o que resultou no controle das lesões e no controle da replicação do parasito 

(Kropf et al. 2005).  É possível que a falta de alterações no desenvolvimento da infecção 

seja  devido a  capacidade  do inibidor  nor-NOHA inibir  a  arginase  tanto  do parasito 

quanto  do  hospedeiro.  No  tratamento  com  L-arginina  também  não  foi  observado 

alterações no curso da infecção, o que pode ser parcialmente explicada pelo fato de que 

a indução da enzima iNOS, em macrófagos, nesta infecção é muito baixo.

O papel dos AAMo na síntese de colágeno está mais relacionada à inibição da 

atividade da arginase dos  fibroblastos  por depleção de L-arginina do que uma ação 

direta na produção de prolina para sua síntese (Pesce et al. 2009, Wilson &Wynn 2009). 

Os resultados deste trabalho sugerem que a arginase dos fibroblastos sejam altamente 

sensível ao inibidor nor-NOHA, pois foi observada uma diminuição da deposição do 

colágeno no peritônio de animais tratados com o inibidor, sem alterações na atividade 

da arginase dos AAMo ou dos parasitos. Esta maior sensibilidade ao inibidor para a 

síntese de colágeno nos fibroblastos não está bem compreendida, porém é possível que 
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os mecanismos de captação do inibidor pelos fibroblastos sejam mais eficientes que dos 

macrófagos.

Neste  trabalho  também foi  utilizado o anticorpo bloqueador  do CD301.  Van 

liempt,  2007  descreveu  que  para  que  as  células  mielóides  fossem  ativadas  por 

glicoconjugados era preciso a mediação por 3 receptores: o receptor para manose, o 

receptor  para  galactose  (CD301)  e  o  molécula  de  adesão  intracelular  3  (ICAM-3) 

relacionada a uma não intergina (DC-SIGN). Como neste trabalho um único receptor foi 

bloqueado, nenhuma alteração na ativação dos AAMo foi observada, sendo necessário o 

bloqueio  dos  três  receptores  citados  acima  para  uma mudança  efetiva  no  curso  da 

infecção. 
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Conclusões

Os  cisticercos  de  T.  crassiceps são  capazes  de  se  multiplicar  facilmente  na 

cavidade  peritoneal  de  camundongos  BALB/c,  sendo  esta  proliferação  mais  intensa 

após 30° dia de infecção.

Os  cisticercos  podem  ser  classificados  em  3  estádios  distintos,  os  quais  se 

mantiveram  em número similar por todo período experimental. 

A resposta imune inicial  é do tipo Th1 e somente aos 42 dias de infecção é 

observada  uma  resposta  significativa  do  tipo  Th1e  Th2  no  soro  dos  camundongos 

infectados.

Os  macrófagos  são  as  células  predominantes  na  cavidade  peritoneal  desses 

camundongos,  sendo  o  seu  perfil  funcional  do  tipo  alternativamente  ativado  ou 

supressores observados por toda infecção.

A  deposição  de  colágeno  aumenta  na  peritôneo  apenas  após  o  56  dia  de 

infecção.

Não  foi  obsservado  mudanças  no  curso  da  infecção  quando  camundongos 

infectados  com T.  crassiceps  foram tratados  com  inibidor  de  arginase  ou  com L-

arginina.

O inibidor de arginase foi capaz de inibir a deposição de colágeno no peritônio 

dos animais tratados.
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