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1 REVISAO DA LITERATURA

Atuberculose (TB) é uma doenca infecciosa difundida mundialmente, e os registros
do seu surgimento e impacto se confundem com a historia da humanidade. Daniel em 2006,
afirmou que “o Mycobacterium tuberculosis” pode ter matado mais pessoas do que qualquer
outro patdégeno microbiano”. H& hipdteses de que o género Mycobacterium tenha se originado
h& mais de 150 milhdes de anos atrds. (HAYMAN, 1984), contudo, gragas aos avangos
tecnologicos atuais, baseados em genética molecular e sequenciamento de genoma, tem sido
possivel datacdo mais coerente acerca da evolucdo deste género (DANIEL, 2006). Sreevatsan
et al. descobriram que o Mycobacterium tuberculosis (MTB) surgiu de um ancestral comum ha
cerca de 15.000 — 20.000 anos atrés.

Muitos pesquisadores j& relataram seus achados de tuberculose em mumias
egipcias, sendo que a mais antiga ultrapassa os 5.000 anos de idade (CRUBE"ZY et al, 1998).
Entre os achados, tem-se destrui¢des de sinfises vertebrais (mal de Pott) (CAVE, 1939), lesdes
pleuropulmonares e sangue na traquéia (ROSEMBERG, 1999), além de evidéncia da
micobactéria em amostras teciduais analisadas por técnicas de amplificacdo de DNA por PCR
(NERLICH et al, 1998) (CRUBE’ZY et al, 1998).

Os registros mais antigos descrevendo a doenca ocorreram ha 3.300 anos na india,
e h& 2.300 anos na China. E ao longo dos séculos cientistas de varios paises descreveram a
doenca e seus achados, publicaram suas experiéncias terapéuticas e especularam quanto a
etiologia da doenca, que se dividia entre hereditaria e infecciosa (DANIEL, 2006). Em 1882
Hermann Heinrich Robert Koch apresentou em “Die Aetiologie der Tuberculose” 0
Mycobacterium tuberculosis como o agente etiolégico da doenca (KOCH, 1932), sendo
premiado por este feito em 1905 com o Prémio Nobel em Medicina ou Fisiologia (BARBERIS
etal, 2017).

Esta descoberta foi o inicio da modificacdo da histéria natural de uma doenca
pandémica, que assusta em suas proporcOes até os dias de hoje. Segundo a Organizacédo
Mundial de Satde (OMS), 1,7 bilhdes de pessoas (23% da populacdo geral) possuem a infec¢do
de forma latente, podendo ter a doenga ativada em qualquer momento da vida. Em 2017, 10
milhdes de pessoas desenvolveram tuberculose, sendo 5,8 milhdes de homens, 3,2 milhdes de
mulheres e 1 milhdo de criancas. (OMS, 2018).
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Além da alta incidéncia, os nUmeros também nos mostram porque a doenca esta
entre as 10 principais causas de morte no mundo, ficando inclusive acima da HIV/AIDS, como
principal causa de morte por um Unico agente infeccioso. Em 2017, causou a morte de 1,3
milhdes de pessoas ndo infectadas pelo HIV, e de mais 300.000 pessoas infectadas pelo HIV
(OMS, 2018).

No cenério brasileiro, 86.858 casos de TB foram notificados no ano de 2017, sendo
destes 87% por infeccdo pulmonar, e 78% (61.829) sabidamente HIV positivos. Neste mesmo
ano a infeccao resultou no o6bito de 5.100 individuos ndo infectados pelo HIV, e de mais 1.900
co-infectados com HIV. Lamentavelmente estes dados mantém o Brasil entre os 20 paises com
maior incidéncia de tuberculose no mundo, e também entre os 20 paises de maior incidéncia da
co-infeccdo de tuberculose com HIV (OMS, 2018).

Um grande estudo epidemioldgico, realizado por pesquisadores da Universidade
Federal do Espirito Santo em 2014, analisou o banco de dados do Sistema de Informacao de
Agravos de Notificacdo (SINAN) quanto a situacao da tuberculose no pais. Entre o ano de 2007
e 2011 foram notificados 428.039 casos, sendo 13,37% apresentaram formas extrapulmonares,

dos quais, 5,4% possuiam a forma meningea da doenga. (GOMES et al, 2014).

No estado de Sergipe, entre os anos de 2007-2016, 5788 casos foram notificados, e
407 morreram por tuberculose. Do numero de casos totalizados, somente 62,1% dos individuos
foram submetidos a testagem do HIV, e 284 pessoas estavam co-infectadas, mostrando que o
estado ainda falha em buscar e notificar casos de co-infeccdo TB-HIV. Os dados se concentram
na regido de Aracaju, somando 46,7% do total (SERGIPE, 2017). No ano de 2016 foram
notificados 659 casos novos, sendo 88,9% por tuberculose pulmonar, e 11% nas formas
extrapulmonares (BRASIL, 2018).

Diante da situacao epidemioldgica é importante a eficaz imunizagédo contra a TB.
O Programa Nacional de Imunizagfes utiliza a BCG (Bacillus Calmette-Guérin) para a
imunizacdo contra a TB, em dose Unica e preferencialmente nas primeiras 12 horas de vida
(BRASIL, 2014). Porém devido ao longo tempo de utilizagdo desta, desde 1921, e por ndo ser
derivada do agente patogénico da TB em humanos, o MTB apresenta resisténcia
medicamentosa. Ainda assim, a BCG oferece protecdo de 0% a 60% das criancas da forma
grave da TB — TB miliar e meningea (LOWRIE e SILVA, 2000).

Alguns fatores estdo associados a dificuldade do controle mundial da TB, tais como:

a desigualdade social, aumento da faixa etaria populacional, 0 aumento das migracdes e o
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surgimento da AIDS. Diversas doengas infecciosas oportunistas, incluindo a TB, afetaram
gravemente 0s pacientes imunocomprometidos (DOMINGUES et al, 2002), retomando a
tuberculose ao rol de doencas desafiadoras dos tempos atuais e um dos problemas de salde
publica mundial (MUSELLIN et al, 2005). Enfim, esse novo contexto refor¢a a importancia do
conhecimento aprofundado do agente etioldgico, da sua interacdo com o hospedeiro e a resposta

imunoldgica desencadeada.

O Mycobacterium tuberculosis possui entre as principais caracteristicas: formato
de bastonete, imobilidade e capacidade de sobreviver no interior de células fagocitarias, sendo
classificado entdo como patogeno intracelular facultativo e aerdbico obrigatorio estrito. A
transmissao ocorre quando o paciente com a forma pulmonar ativa de TB (bacilifero) tosse,
espirra ou fala langcando no ar bacilos em particulas de aerossois. Essas goticulas contém cerca

de 1 a 10 bacilos que atingem os alvéolos pulmonares (MOUTINHO, 2011).

Grande parte das pessoas infectadas (80 a 90%) consegue eliminar o bacilo sem
manifestacdes clinicas da TB. Outros individuos infectados possuem um equilibrio entre a
viruléncia do Mtb e a ativacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro (inata e adquirida),
mantendo a TB de forma latente, permitindo que o patdégeno permaneca vivo no granuloma
formado (KAUFMANN e DORHOI, 2013).

A principal resposta imunolégica contra o Mtb é a fagocitose, promovida pela
interacdo entre proteinas e derivados lipidicos do Mth, com os receptores de superficie celular
de fagocitos (principalmente Toll-Like receptor 2 — TLR2) (SALGAME, 2005) (ABEL et al,
2002). A resposta inicial ocorre em macrofagos, buscando a eliminagdo do bacilo através da
mudanca de pH &cido, enzimas lesivas pela fusdo do lisossoma com o fagossoma e espécies
reativos de oxigénio e nitrogénio (KAUFMANN e DORHOI, 2013), (YUK e JO, 2014),
(RUSSEL, 2003).

A resposta pode ser falha devido aos varios mecanismos de escape da resposta
imunoldgica induzida pelo Mtb, dentre eles podemos citar a producdo da molécula ESAT-6,
que inibe a producdo de IL-12 e IFN- a. Isto interfere tanto na apoptose de macrofagos
infectados, quanto na fusdo do fagdcito ao lisossomo. Favorecendo a sobrevida e a
multiplicacdo do bacilo no interior do fagécito (MOUTINHO, 2011).

Dentre as células envolvidas na resposta imunolégica contra a TB, o linfocito
TCD4+ desempenha papel crucial nessa resposta contra a bactéria (TEIXEIRA, ABRAMO e
MUNK, 2007). Através do complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC I1),

as células apresentadoras de antigenos (APC’s) como macréfagos e células dendriticas
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apresentam antigenos do bacilo as células TCD4+, e também produzem citocinas inflamatérias
(por exemplo: TNF- o, IL-12, IL-6, e IL1) que sdo capazes de recrutar neutréfilos e monocitos
(ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008).

Essa variedade de células e citocinas sdo importantes para a formacao do chamado
granuloma ou reacdo granulomatosa. Caracterizada pelo infiltrado de neutréfilos e mondcitos,
com grande quantidade de Linfocitos T e B que circundam o concentrado de macrofagos e
células dendriticas infectados com bacilos, além da presenca de fibroblastos. Em individuos
imunossuprimidos ocorre a ma formacao do granuloma, permitindo que o bacilo infecte outros
6rgdos, tornando a TB miliar (ALGOOD, CHAN e FLYNN, 2003).

Logo, a tuberculose também atinge outros 6rgdos através da corrente sanguinea, o
que se denomina de tuberculose extrapulmonar (TBEP). A doenca pode afetar ganglios, 0ssos,
articulac@es, figado, baco, pele e sistema nervoso central (SNC). E sabe-se que as formas
extrapulmonares da tuberculose se desenvolvem em regides/6rgdos com maior suprimento
sanguineo e, portanto, de oxigénio (CAMPQS, 2006).

A TB no SNC é a forma mais grave de infeccdo pelo M. tuberculosis em humanos,
afetando predominantemente criancas e co-infectados com TB-AIDS, levando ao ébito de
19,3% e 40%, respectivamente, e deixando sequelas neuroldgicas graves nos sobreviventes
(VAN DER FLIER et al, 2004) (SINNER e TUNKEL, 2002) (WILKINSON et al, 2017). O
termo Neurotuberculose (Ntb) se refere as varias possiveis formas de TB no SNC, seja ela
intracraniana, como a meningite tuberculosa, ou espinhal, como a espinha de Pott. (GARG,
1999).

A fisiopatologia desta apresentacdo baseia-se inicialmente nos postulados de Rich
e McCordok, que em 1933, através de suas autopsias, descreveram que pacientes em fase de
bacteremia apresentavam um pequeno foco tuberculoso chamado de “foco de Rich”. Esta lesao
que pode se localizar nas meninges (cerebral ou medular), regido subpial ou na superficie
subependiméria, e permanecer latente por um longo periodo (BINI e ROGELIO, 2013). A
ruptura deste foco seria responsavel pela disseminacdo local caracterizada por meningite,
formacéo do tuberculoma ou vasculopatias (WILKINSON et al, 2017).

O mecanismo que expligue a ultrapassagem do bacilo pela barreira
hematoencefalica (BHE) ainda ndo esta bem esclarecido (BE et al, 2009). Contudo, sabe-se que
apos a invasao, o patdgeno é fagocitado pela microglia desencadeando a produgéo de citocinas,
principalmente IFN-a, TNF-o, IL-1 e IL-6 (BINI e ROGELIO, 2013). Destes, 0 TNF-o tem
papel crucial, pois estudos mostraram sua importancia na formacdo do tuberculoma e na

alteracdo de permeabilidade da BHE, possibilitando invasao e leucocitose liquorica (ROCK et
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al, 2008). Em contrapartida, citocinas anti-inflamatorias como IL-10, IL-4 e TGF-f se elevam,
ao gue parece, para equilibrar a resposta inflamatoria e, consequentemente, diminuir os danos
teciduais causados (HERNANDEZ et al, 2010).

A doenca possui apresentacdo clinica muito inespecifica que inclui sinais e
sintomas meningeos como: dor de cabeca, febre, vémito e rigidez de nuca (THWAITES et al,
2013). Paralisia de nervos cranianos, hemiparesias, paraparesias e convulsdes sdo comuns, e
aumentam a possibilidade de meningite por Mtb. (CHIN, 2014).

O diagnostico baseia-se em deteccdo microbioldgica, andlise do liquido
cefalorraquidiano (LCR), exames de imagem, como ressonancia magnética nuclear e
tomografia computadorizada, e por promissoras analises moleculares por PCR (WILKINSON
et al, 2017). Contudo os aspectos de imagem sdo os mais utilizados na pratica clinica. Os
principais achados sdo: realce meningeo, hidrocefalia, exsudatos basais, infartos e tuberculomas
(RAUT et al, 2013).

A OMS em seu guideline de 2010 recomenda como primeira linha de tratamento o
uso por dois meses de isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol, seguidos por 10 meses
de rifampicina e isoniazida (OMS, 2010). O uso de corticoesteroides de forma adjuvante é
recomendado, pois reduz o risco de morte ou incapacidades por déficits neurologicos residuais
(PRASAD e SINGH, 2008).

Importante enfatizar que ha necessidade de desenvolvimentos cientificos que
elucidem melhor a NTB em seus aspectos etiopatogénicos, para que possibilitem futuros
avancos em sua prevencdo, diagnéstico e tratamento. Para tanto, os modelos animais
experimentais séo de grande valia.

O registro mais antigo na literatura de um modelo experimental em tuberculose
meningea data de 1916, conduzido pelo Dr° C. R. Austrian no hospital Johns Hopkins, nos
Estados Unidos. Na ocasido os pesquisadores injetavam bacilos no canal espinhal de coelhos.
(EXPERIMENTAL..., 1916).

Ao longo do século outros modelos foram publicados, como o estudo de Caspar e
Knox (1932) que injetaram bacilos em porquinhos-da-india via cisterna magna. J& Feldman,
Behar e Weber (1960), utilizaram a mesma técnica para infeccdo em coelhos. Em 1997, Bolin
et al. decidiram inovar infectando porcos por trés vias diferentes (venosa, traqueal e pelas
tonsilas) que levou a formas disseminadas da doenca, incluindo o SNC.

Tsenova e colaboradores produziram dois trabalhos em 1998 e 2002, nos quais
induziram a NTB em coelhos injetando Mycobacterium bovis via cisterna magna. Wu et al

(2000) foram pioneiros ao trabalhar com camundongos, os quais foram infectados com



14

Mycobacterium avium (isolado do sangue de pacientes com HIV/AIDS) utilizando a via
intravenosa e intracerebral. Mazzolla et al. (2002) seguiram esta linha, porém infectaram seus
camundongos com Mycobacterium bovis por via intracerebral.

Em 2007, Van Well e col. trabalharam com camundongos fémeas, e nelas
utilizaram a cepa H37Rv do Mycobacterium tuberculosis via intracerebral. Hernandez et al. em
2010, manusearam a mesma cepa em camundongos machos albinos, e os infectaram por via
intratraqueal. Enquanto Majeed, Radotra e Sharma (2016) retomaram com a infec¢cdo de seus
camundongos por inje¢des intracerebrais.Mais recentemente, em 2016, Tucker e colaboradores
mimetizaram a infeccdo no SNC pds-natal em criancas trabalhando com coelhos, nos quais
foram injetados bacilos via subaracndidea.

Com essa multiplicidade de trabalhos, fica explicita a variedade de tentativas em
padronizar-se 0 modelo animal de neurotuberculose. Rock e colaboradores (2008) publicaram
uma revisdo acerca dos aspectos clinicos e patogénicos da tuberculose no SNC. Os autores
discutiram os modelos experimentais da doenca, e concluiram que os estudos em coelhos séo
indiscutivelmente os mais relevantes. Contudo, algumas avaliacBes imunolégicas sdo
indisponiveis para tal modelo, sugerindo que o desenvolvimento de estudos em camundongos
seja, necessariamente, 0 mais adequado.

O presente estudo se propbe a desenvolver um modelo experimental de
neurotuberculose em camundongos C57BI/6 (blacks), através do estabelecimento de Ntb com
a cepa virulenta H37Rv, e posterior avaliacdo do processo inflamatorio desenvolvido pela

mesma.
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de tal forma que um leitor, ndo familiarizado com o assunto tratado no texto, consiga
entender as implicacdes do artigo. O resumo ndo deve exceder 250 palavras (100
palavras no caso de comunicacgdes breves) e abreviacfes devem ser evitadas. Deve ser

subdivido em: Introducdo, Métodos, Resultados e Conclusdes.

Palavras-chaves: 3 a 6 palavras devem ser listados em Inglés, imediatamente abaixo do

resumo estruturado.
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Introducdo: deve ser curta e destacar os propoésitos para o qual o estudo foi realizado.

Apenas quando necessario citar estudos anteriores de relevancia.

Métodos: devem ser suficientemente detalhados para que os leitores e revisores possam
compreender precisamente o que foi feito e permitir que seja repetido por outros.

Técnicas-padrdes precisam apenas ser citadas.

Etica: em caso de experimentos em seres humanos, indicar se os procedimentos
realizados estdo em acordo com os padrdes éticos do comité de experimentagdo humana
responsavel (institucional, regional ou nacional) e com a Declaracdo de Helsinki de
1964, revisada em 1975, 1983, 1989, 1996 e 2000. Quando do relato de experimentos,
em animais, indicar se seguiu um guia do conselho nacional de pesquisa, ou qualquer
lei sobre o cuidado e uso de animais em laboratério foram seguidas e o nimero de
aprovacdo deve ser enviado a Revista. No caso de pesquisa em seres humanos, 0s
autores devem incluir na secdo métodos no subtitulo Consideracbes Eticas uma

declaracio de que o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional.

Ensaios Clinicos: No caso de Ensaios Clinicos, 0 manuscrito deve ser acompanhado
pelo nimero e 6rgdo de registro do ensaio clinico (Plataforma REBEC). Estes requisitos
estdo de acordo com a BIREME/OPAS/OMS e o Comité Internacional dos Editores de
Revistas Médicas (http://www.icmje.org) e do Workshop ICTPR.

Resultados: devem ser um relato conciso e impessoal da nova informacao. Evitar repetir

no texto os dados apresentados em tabelas e ilustraces.

Discussao: deve relacionar-se diretamente com o estudo que esta sendo relatado. Nao

incluir uma revisdo geral sobre o assunto, evitando que se torne excessivamente longa.

Agradecimentos: devem ser curtos, concisos e restritos aqueles realmente necessarios,

e, no caso de 6rgdos de fomento ndo usar siglas.

Conflito de Interesse: todos os autores devem revelar qualquer tipo de conflito de

interesse existente durante o desenvolvimento do estudo.
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Suporte Financeiro: informar todos os tipos de fomento recebidos de agéncias de

fomento ou demais 6rgdos ou instituicdes financiadoras da pesquisa.

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na medida em que aparecem no
texto. Listar todos os autores quando houver até seis. Para sete ou mais, listar os seis
primeiros, seguido por “et al”. Digitar a lista de referéncias com espacamento duplo em
folha separada e no final do manuscrito. Referéncias de comunicacgdes pessoais, dados
nao publicados ou manuscritos “em preparagdo” ou “submetidos para publicacdo” nao
devem constar da lista de referéncia. Se essenciais, podem ser incorporados em local
apropriado no texto, entre parénteses da seguinte forma: (AB Figueiredo: Comunicacéo
Pessoal, 1980); (CD Dias, EF Oliveira: dados nao publicados). Citacdes no texto devem
ser feitas pelo respectivo nimero das referéncias, acima da palavra correspondente, em
ordem numeérica crescente, separados por virgula ou por hifen quando houver uma
sequéncia sem intervalo. Ex.: Mundol,2; Vida30,42,44-50. As referéncias no fim do
manuscrito devem estar de acordo com o sistema de requisitos uniformes utilizado para
manuscritos enviados para periddicos biomédicos (Consulte:
http://www.nIm.nih.gov/citingmedicine). Os titulos dos periddicos devem ser
abreviados de acordo com o estilo usado no Index Medicus (Consulte:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals).

A responsabilidade pelas citagcBes bibliograficas contidas no texto e na lista de

referéncias recai exclusivamente sobre os autores.

Alguns exemplos de referéncias:

- Citagdo de Artigos em Geral: Sobrenome seguido das iniciais dos seis primeiros
autores. Para sete ou mais autores, liste os seis primeiros, seguidos de “et al.”), titulo
completo do artigo (no idioma original), titulo abreviado do periddico (pode ser
encontrado Em:  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals), ano de

publicacdo, volume (nimero), paginas inicial e final abreviada.
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Exemplo 1: Petitti DB, Crooks VC, Buckwalter JG, Chiu V. Blood pressure levels
before dementia. Arch Neurol. 2005;62(1):112-6.

Exemplo 2: Freitas EC, Oliveira MF, Vasconcelos ASOB, Filho JDS, Viana CEM,
Gomes KCMS, et al. Analysis of the seroprevalence of and factors associated with
Chagas disease in an endemic area in northeastern Brazil. Rev Soc Bras Med Trop.
2016;50(1):115-21.

- Capitulo de livro: Sobrenome seguido das iniciais dos autores do capitulo, titulo
completo do capitulo, editores, titulo do livro, Edigdo, local de publicacdo: editor, ano
de publicacdo, paginas inicial e final do capitulo abreviada.

Exemplo: Blaxter PS, Farnsworth TP. Social health and class inequalities. In: Carter C,
Peel JR, editors. Equalities and inequalities in health. 2nd ed. London: Academic Press;
1976. p. 165-78.

- Livro: Sobrenome seguido das iniciais dos autores do livro, titulo do livro, edicéo,
local de publicacéo: editor, ano de publica¢do e nimero de paginas do livro.

Exemplo: Carlson BM. Human embryology and developmental biology. 4th ed. St.
Louis: Mosby; 2009. 541 p.

- Sites: Nome do autor/organizacao. Titulo da pagina [Internet]. Local de publicacéo:
Nome do editor; Data ou ano de publicacédo [atualizado ano més dia; Citado ano més
dia]. Disponivel em: endereco.

Exemplo: Diabetes Australia. Diabetes globally [Internet]. Canberra ACT: Diabetes
Australia; 2012 [updated 2012 June 15; cited 2012 Nov 5]. Available from:
http://www.diabetesaustralia.com.au/en/ Understanding-Diabetes/DiabetesGlobally/

- Dissertacdo/Tese: A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical nao

aceitard a citacao de dissertacdo/mestrado, teses de doutorado ou similar.

- llustracGes: devem ser submetidas, em arquivos separados, nomeados apenas com 0
nimero das figuras (exemplo: Figura 1; Figura 2). Todas as figuras devem ter

numeracao arabica, citadas no texto, pela primeira vez, em ordem numérica crescente.
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- Titulo e Legendas: devem ser digitados com espacamento duplo no final do

manuscrito.

- Dimens6es: As dimensdes das figuras ndo devem ultrapassar o limite de 18cm de
largura por 23cm de altura. Veja abaixo a correta configuracdo para cada formato de

figura:

- Imagens/Fotografias: devem ser obrigatoriamente submetidas em alta resolugdo no
formato TIFF. Certifique-se que a mesma foi capturada na resolu¢do minima de 600
DPI, preferencialmente entre 900-1200dpi, preparadas utilizando programa de
Editoracdo de Imagens (Adobe Photoshop, Corel Photo Paint, etc).

- Gréficos: Devem ser criados usando software estatistico e devem ser salvos/exportados

com a extensdo original (.xls, .xIsx, .wmf, .eps ou .pdf).

- Mapas: devem ser vetorizadas (desenhados) profissionalmente utilizando os softwares

Corel Draw ou Illustrator em alta resolucdo.

- Tabelas: devem ser digitadas com espagamento simples, com titulo curto e descritivo
(acima da tabela) e submetidas em arquivos separados. Legendas para cada tabela
devem aparecer abaixo da mesma. O significado de todas as siglas e simbolos utilizados
na tabela devem constar no rodapé da tabela. Todas as tabelas devem ter numeragéo
arébica, citadas no texto, em ordem numérica crescente. Tabelas ndo devem ter linhas
verticais, e linhas horizontais devem ser limitadas ao minimo. Tabelas devem ter no

méaximo 18cm de largura por 23cm de altura, fonte Times New Roman, tamanho 9.

- Processo de Envio: os artigos submetidos a Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical deverdo utilizar apenas a via eletrdnica. Todos 0s manuscritos
deverdo ser enviados via internet para http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo,
seguindo as instrucBes no topo de cada tela. O processo de revisdo pelos pares também

sera totalmente pela via eletronica.
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- Sobre Reenvio e Revisdes: a revista diferencia entre: a) manuscritos que foram
rejeitados e b) manuscritos que serdo re-avaliados apds a realizacdo das correcdes que

foram solicitadas aos autores.

- Reenvio: caso o autor receba uma carta informando que seu trabalho foi rejeitado e
queira que os editores reconsiderem tal decisdo, o autor podera re-envia-lo. Neste caso

sera gerado um novo nUmero para 0 manuscrito.

- Revisdo: caso seja necessario refazer seu manuscrito com base nas recomendagdes e
sugestdes dos revisores, ao devolvé-lo, para uma segunda analise, por favor, encaminhe

0 manuscrito revisado e informe o0 mesmo nimero do manuscrito.

- Apds a Aceitacdo: Uma vez aceito para publicacdo, o processo de publicacdo inclui os

passos abaixo:

Formulario de concessao de direitos autorais, fornecido pela secretaria da revista, deve
retornar para a revista assinado pelos autores.

Provas: serdo enviadas ao autor responsdvel, mencionado no endere¢o para
correspondéncia, no formato PDF, para que o texto seja cuidadosamente conferido.
Nesta etapa do processo de edicdo, ndo serdo permitidas mudangas na estrutura do
manuscrito. ApOs 0s autores receberem as provas, deverdo devolvé-las assim que
possivel.

Os artigos aceitos compordo 0s nimeros impressos obedecendo ao cronograma em que
foram submetidos, revisados e aceitos.

Todos os artigos aceitos que ainda ndo tenham sido impressos estardo disponiveis on-
line enquanto aguardam publicagdo na versdo impressa (ahead of print).

Custos de Publicacdo: Nao haveréa custos de publicacéo.

A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo indica qualquer tipo de

servicos de traducdo.

A traducdo de todo manuscrito deve ser realizada antes da submissdo do mesmo. A
contratacdo e o pagamento dos servicos de traducdo sdo de responsabilidade dos autores.

Custos de publicacdo de imagens coloridas sdo de responsabilidade dos autores.
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Workflow

Workflow do processo de submissdo da Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical

Todos os manuscritos a serem considerados para publicacdo na Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical devem ser submetidos por via eletronica através do
sistema de submissdo online no endereco http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-

scielo.

Politica de Revisao do Periddico (workflow):

Todos os manuscritos submetidos para publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical séo inicialmente avaliados pela Secretaria quanto a adequacéo do
texto as normas do periodico.

Ap0s esta etapa, os manuscritos adequados as Normas Para Publicacdo da Revista seréo
avaliados pelo Editor ou Editores Associados quanto ao escopo e a politica editorial do
periddico. A Secretaria envia 0 manuscrito para o Editor-Chefe.

O Editor-Chefe designa um Editor Associado ou designa revisores.

O manuscrito sera enviado a pelo menos dois revisores num sistema duplo-cego para
avaliacdo e emissdo de um relatério fundamentado (peer review), que serd usado pelos
Editores para decidir se 0 manuscrito serd aceito ou ndo. O manuscrito também é
enviado para Revisores de Métodos Quantitativos para analise. No caso de conflito de
pareceres dos revisores, 0 manuscrito sera enviado a um terceiro parecerista para validar
uma decisao final.

Comentarios dos Revisores (Free Form Review) serdo encaminhados ao autor
correspondente (autor principal para correspondéncia editorial) para responder aos
questionamentos feitos.

Os autores enviam suas respostas aos questionamentos e reenviam a versao revisada do
manuscrito. A versdo revisada serd enviada aos revisores que emitirdo um relatorio final
fundamentado.

Os apontamentos dos Revisores e as respostas dos autores serdo analisados pelo Editor-

Chefe, Editores Associados ou Editores de Segéo.

O Editor-Chefe emite uma decisdo final.

A decisdo editorial final (aceitacdo ou rejeicdo) é enviada aos autores.
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ApOs esta etapa, inicia-se o processo de edi¢cdo. O manuscrito aceito € enviado a edicéo
guanto a qualidade linguistica do inglés.

A revisdo de inglés é enviada aos autores para analise e declaracdo de aceitacdo da
revisao.

ApOs esta etapa, inicia-se 0 processo de diagramacdo, com contato com o autor
correspondente no que diz respeito as figuras, tabelas, fotografias, mapas, ilustragdes e
formatacdo em geral.

ApOs esta etapa, € requerido aos autores declarar formalmente qualquer conflito de
Interesse, suporte financeiro e cessdo de direitos autorais.

Provas sdo enviadas ao autor correspondente para cuidadosa correcdo e acuidade
tipogréfica.

A versdo final de cada manuscrito € selecionada para compor o préximo ndmero e sera
enviada ao Ahead of Print na plataforma SciELO.

A versdo impressa é publicada a cada dois meses e sera disponibilizada em acesso aberto

em http://www.scielo.br/rsbmt.

Disponivel em: < http://www.sbmt.org.br/portal/normas-p-publicacao/>
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3.1 Resumo

Introducédo: A neurotuberculose destaca-se dentre as formas mais graves de tuberculose
extrapulmonar. Afeta predominantemente criancas e co-infectados com TB-AIDS, levando ao
Obito de 19,3% e 40%, respectivamente. Apesar das grandes contribui¢des dos postulados de
Rich e McCordock (1933), os aspectos celulares e moleculares da patogénese continuam
obscuros. E no intuito de contribuir na elucidagdo destes, o atual estudo se propde a desenvolver
um modelo experimental de neurotuberculose em camundongos black. Métodos: Dezoito
camundongos C57BI/6 foram divididos em trés grupos de seis. Dois grupos foram infectados
com a cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis, um por via intracerebroventricular e outro
por via intratraqueal. O grupo restante foi utilizado como controle negativo. Apo6s quatro
semanas, todos os grupos foram sacrificados, e os 6rgdos coletados (pulmdes e cérebros)
seguiram para anélise qualitativa-morfolégica em laminas coradas por hematoxilina e eosina e
Ziehl Neelsen. Resultados: Evidenciamos edema cerebral, infiltrado perivascular,
extravasamento de células sanguineas, desorganizacdo ependiméaria e aumento de células da
microglia na histologia dos animais infectados com a cepa virulenta, porém ndo foram
encontradas formacdes granulomatosas. Assim como houve preservacdo morfoldgica dos
animais do grupo controle, que receberam solugdo salina via estereotaxia. Concluséo:
Demonstrou-se o estabelecimento de neurotuberculose em sua apresentacdo meningea, tendo
como destaque a via intratraqueal que aproxima este modelo murino ao processo infeccioso em
humanos. Além disso, a utilizacdo dos camundongos C57BL/6 amplia grandemente a
viabilidade de estudos imunobioldgicos futuros devido suas possibilidades, ja conhecidas, de

manipulacdo genética.

Palavras-chave: Tuberculose no sistema nervoso central; modelos animais; tuberculose

meningea; histologia.
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3.2 Introducéo

A tuberculose (TB) continua sendo um problema de saude publica mundial. Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude,! estima-se que 1,7 bilhdes de pessoas (23% da populacéo
geral) possuem a infeccdo de forma latente, podendo ter a doenca ativada em qualquer momento
da vida. Em 2017, causou a morte de 1,3 milhGes de pessoas ndo infectadas pelo HIV, e de mais
300.000 pessoas infectadas pelo HIV.2

E evidente que a TB acomete mais frequentemente os pulmdes, porém a tuberculose
também atinge outros Orgdos através da corrente sanguinea, tais como ganglios, 0ssos,
articulacdes, figado, baco, pele e sistema nervoso central (SNC), o que se denomina de
tuberculose extrapulmonar (TBEP).2 Que pode afetar No Brasil, entre 0 ano de 2007 e 2011
foram observados notorios 13,37% de casos de TBEP de um total de 428.039 notificagGes.?

Dentre as formas mais graves destaca-se 0 acometimento no SNC, chamado de
neurotuberculose (NTB). Esta afeta predominantemente criancas e co-infectados com TB-
AIDS, levando ao o6bito de 19,3% e 40%, respectivamente, além de deixar sequelas
neuroldgicas graves nos sobreviventes.*® As apresentaces clinicas mais comuns, em ordem
decrescente, sdo: meningite tuberculosa, tuberculoma, abscesso tuberculoso, tuberculose miliar
cerebral, encefalopatia tuberculosa, encefalite tuberculosa e arterite tuberculosa.’

Os aspectos fisiopatoldgicos desta apresentacdo baseiam-se em postulados de
autopsias datados de 1933.2 Porém detalhes celulares e moleculares envolvidos nesta
patogénese continuam obscuros, necessitando assim de modelos experimentais que
possibilitem avancos cientificos e tecnoldgicos para alcancar impactos na doenca, desde a sua
prevencao ao progndstico. O presente estudo se propde a desenvolver um modelo experimental
de neurotuberculose em camundongos black, através do estabelecimento de Ntb com a cepa

virulenta H37Rv, e posteriormente avaliar o processo inflamatorio desenvolvido pela mesma.
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3.3 Material e métodos
3.3.1 Animais e questdes éticas

Foram utilizados 18 camundongos C57BIl/6 machos de 5 a 8 semanas de idade e
pesando entre 20 e 30 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto
— USP. Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Imunologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (FMRP — USP) com regime livre de comida e agua, com
ciclos de claro/escuro de 12:00h/12:00h (claro das 6:00h as 18:00h) e sob temperatura
ambiental de 21 £ 1°C. Os animais tiveram uma semana de aclimatagéo ao biotério onde foram
mantidos durante o experimento. O estudo foi submetido e autorizado pelo Comité de Etica e
Pesquisa em Animais da (FMRP — USP), sob o protocolo de nimero 146/2008 CETEA.

3.3.2 Delineamento Experimental

Os 18 animais foram divididos em trés grupos de seis, denominados: grupo PBS —
SNC, grupo H37Rv — SNC e grupo H37Rv — pulméo. Nos dois primeiros grupos foi realizada
a estereotaxia para microinjecdo nos ventriculos laterais direitos de solucdo salina e H37Rv,
respectivamente. Ja no ultimo grupo, a inoculagdo da cepa H37Rv foi realizada via
intratraqueal.

Ap0s quatro semanas, todos os grupos foram sacrificados e tiveram o cérebro e o
pulmdo removidos. Os oOrgdos coletados seguiram para analise qualitativa-morfoldgica,
passando por protocolos de: processamento tecidual, emblocamento em parafina, microtomia e
coloracdo (hematoxilina e eosina e Ziehl Neelsen).

3.3.3 Infeccdo Induzida por Estereotaxia

Todos os procedimentos de infeccdo dos camundongos com a cepa laboratorial
(H37Rv) de Mtb foram realizados no biotério, com o nivel de seguranca necessario (nivel 3 de
biosseguranca) e com capela de fluxo laminar ligada. Os animais foram anestesiados com uma

injecdo intraperitoneal (1mL/100g de peso corporal) de cetamina (80mg/Kg) e xilasina
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(10mg/Kg) diluidas em solugéo salina isotdnica (NaCl 0,15M). Com a intencéo de reduzir 0s
riscos de infeccdo, antes do inicio da cirurgia, os camundongos foram submetidos a tricotomia
da regido dorsal da cabeca. Posteriormente, para a realizagdo da cirurgia, os animais foram
posicionados com a cabeca fixada pelas barras auriculares do aparelho esterotaxico (Insight) e
receberam analgésico via subcutdnea (Babamine® injetavel pet — flunixina-meglumina —
1,1mg/Kg — Schering).

Logo apds a assepsia da pele com solucdo de alcool iodado, por via subcutanea foi
aplicada lidocaina contendo vasoconstritor (norepinefrina 2%) para evitar sangramento durante
o0 procedimento estereotaxico. Feito isto, foi realizada a incisdo longitudinal para expor a calota
craniana. Utilizou-se peroxido de hidrogénio (H202 — 10V) para melhor visualizacdo das
suturas do tecido 6sseo. A torre do aparelho estereotaxico foi posicionada no angulo zero e
tendo como referéncia inicial o bregma. A partir dessas coordenadas, foi definido o ponto da
microinjecdo que atingiria o ventriculo lateral direito do cérebro do animal. O local exato da
microinjecdo foi definido nas seguintes subtracdes a partir do ponto do bregma: -0,4 mm
anteroposterior; -1,0 mm latero-lateral; -2,1 mm dorsoventral. Com as coordenadas da
microinjecdo estabelecidas, realizou-se a trepanacdo da calota craniana utilizando broca
odontoldgica esférica acoplada a um motor. Anteriormente as infec¢es, foi realizado 0 mesmo
procedimento descrito acima, porém com a utilizacdo do corante com o objetivo de verificar a
localizacéo das coordenadas. Na figura 1 percebemos que o local da aplicacdo da microinjecao,
mostrando a ocupacdo dos espacos ventriculares do Sistema Nervosos Central (SNC).

Através do orificio feito, foi microinjetada, no ventriculo lateral direito do cérebro dos
animais, solugio contendo Mtbh com 1x10° CFU/mL. Terminada a aplicagéo da microinjecdes,
os animais foram suturados. Durante a recuperacdo da anestesia, independentemente do grupo,
os animais foram mantidos em sala do Biotério do Departamento de Imunologia Pura e

Aplicada (nivel 3 de biosseguranca) da FMRP-USP com atmosfera e temperatura controladas.
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A concentracdo de bacilos utilizada na infeccdo foi controlada através do
plagueamento das solugdes em Placas de Petri contendo meio de cultura 7H11, o meio de
cultura utilizado para o desenvolvimento do Mth. Transcorridas quatro semanas de incubacéo,

fez-se a determinacdo de unidades formadoras de coldnias (CFU) nas placas.

Figura 1: Seccdo cerebral mostrando os ventriculos cerebrais
ocupados por corante (Azul de Metileno) proveniente de microinjecao
intracerebroventricular durante a cirurgia estereotaxica. Esse
procedimento foi realizado para confirmar que as coordenadas
estereotaxicas usadas para infectar os camundongos estavam corretas

3.3.4 Infeccéo Pulmonar

A infeccdo pulmonar foi realizada na capela de fluxo no biotério do Departamento de
Imunologia Pura e Aplicada (nivel de seguranca 3) da FMRP/USP. Os animais escolhidos para
esse método, foram anestesiados com uma injecdo intraperitoneal (1mL/100g de peso corporal)
de cetamina (80mg/Kg) e xilasina (10mg/Kg) diluidas em solucdo salina isotonica (NaCl

0,15M), fixados com o abdémen voltado para cima e a regido da traqueia em evidéncia. Foi
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feita uma pequena incisdo e exposta a traqueia, onde foi inoculada a solu¢cdo com o bacilo
(1x10° CFU/mL). Apos esse procedimento verificou se o animal respirava normalmente e em
seguida realizada pequena sutura com monofilamento de Nylon. O restabelecimento do animal

aconteceu no biotério.
3.3.5 Coleta dos Tecidos

Quatro semanas apos a infecgdo, os animais foram anestesiados e sacrificados. Foram
coletados alguns de seus 6rgaos (cérebro e pulméo). De maneira aleatéria, foram selecionados

animais cujos tecidos destinaram-se ao processamento para analise morfoldgica.
3.3.6 Processamento Tecidual para a Histologia

Apos a disseccdo, os tecidos determinados para analise histologica passaram pela
fixagdo em formol tamponado 10%. Posteriormente, os tecidos foram desidratados em
diferentes concentracdes de etanol, diafanizados em xileno e emblocados em parafina. Os
cérebros e pulmd@es passaram por processamento com tempos de banho diferentes de acordo

com protocolos pré-estabelecidos (Anexos A e B).
3.3.7 Microtomia

Os tecidos incluidos em parafina (cérebro e pulmao) foram cortados a Sum com auxilio
do micrétomo histoldgico (Lupetec MRP-09). Foram realizados cortes seriados para analisar a
morfologia dos tecidos e caracteriza-los quanto a presenca ou auséncia do bacilo
(Mycobacterium tuberculosis) através das coloracbes Hematoxilina-Eosina e Ziehl Neelsen,
respectivamente. Na histologia, utilizou-se laminas de vidro sem a presenca de gelatina ou

silano.

O cérebro foi incluido dividindo-o atraves de um corte coronal, separando-o0 em duas

porcOes: anterior e posterior. Cada ldmina contempla dois cortes de cérebro, tendo como
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primeiro corte a parte da porgdo anterior e o segundo a parte da porcdo posterior. Esse
procedimento foi realizado para possibilitar uma melhor avaliacdo das regides
periventriculares, onde foi provocada a infeccéo inicial pelo bacilo. O pulmao foi incluido de

forma a obter-se um corte com maior area possivel para analise histoldgica.

3.3.8 Anélise morfoldgica

As laminas obtidas contendo os cortes histologicos (5 um) foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) (ANEXO C), a qual permite identificar o tipo de tecido, o formato
e a organizagdo das células, uma vez que essa técnica cora o nucleo (hematoxilina) e o
citoplasma (eosina) celulares. Também foi realizada a técnica de colora¢do conhecida como
Ziehl Neelsen (ZN) (ANEXO D), especifica para identificar as bactérias classificadas como
BAAR (bacilos alcool-acido resistentes) e, neste caso, detectar Mycobacterium tuberculosis

(Mtb) nos tecidos analisados.

3.3.9 Descartes

Apos a coleta dos tecidos, as carcacas dos animais foram depositadas em sacos
plasticos apropriados e destinados ao tratamento especifico para residuos infectantes. Esse

processo ocorreu no Centro de Pesquisa em Tuberculose da FMRP-USP.

Os residuos perfuro cortantes foram armazenados em caixas adequadas para posterior
descarte. Os residuos liquidos, provenientes das etapas de processamento tecidual e coloracdes,
foram coletados e armazenados em vasilnames especificos e destinados a coleta seletiva do

Campus Séo Cristdvao da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

3.3.10 Aquisicdo e Analise das Imagens

Com as laminas coradas, as imagens foram capturadas usando o microscopio éptico

acoplado a um computador com o programa de captura e analise de imagens LAS (Leica). As
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fotos obtidas abrangeram todo o tecido do animal (cérebro e pulmao), considerando o intervalo
de 50um de distancia entre os cortes seriados. As imagens foram analisadas sem a interferéncia

do conhecimento de cada grupo.
3.4 Resultados

No experimento foram evidenciados aspectos inflamatorios, celulares e vasculares, na
histologia dos animais infectados com a cepa H37Rv (grupos H37Rv-pulméo e H37Rv-SNC),
porém ndo foram encontradas formagGes granulomatosas. Assim como houve preservacao
morfoldgica dos animais do grupo controle, que receberam solugdo salina via estereotaxia
(grupo PBS-SNC).

Nas imagens da analise histologica, conseguimos visualizar a manutencao estrutural
do tecido parenquimatoso do pulmao, com seus alvéolos, brénquios e bronquiolos, além de uma
rede vascular bem delimitada e sem extravasamento sanguineo. Essa conformacdo mostra que
0 grupo PBS — SNC néo indicou sinais de infeccdo no pulmao, pois o tecido ndo apresentou

modificacdo significativa dos espacgos alveolares (Figura 2).
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Figura 2: Caracterizacdo morfoldgica do pulméo de camundongos do grupo controle (PBS — SNC) ap6s
4 semanas. A. Ap0s quatro semanas do procedimento de estereotaxia com solugdo salina, a histologia mostra
a preservacao do tecido. B. Na imagem é possivel perceber as estruturas do parénquima pulmonar preservadas.
Os vasos sanguineos com células sanguineas também estdo preservados. Legenda: EA: espacos alveolares;
seta: vaso sanguineo congesto. Aumento: A.: 40x; B. 400x. HE.

Igualmente, na arquitetura tecidual dos cérebros deste grupo controle, ndo houveram
alteracBes, confirmando que o procedimento estereotaxico em si ndo causou Processos
reacionais que pudessem confundir os achados dos grupos sabidamente infectados. Nas figuras
3 (A e B) observa-se os pericarios (corpo celular dos neurdnios) no cértex cerebral (CC) assim
como as ceélulas ependimarias (EC), organizadas em epitélio cubico simples, que séo
responsaveis por revestir os ventriculos cerebrais. Em maior aumento (Fig. 3B) € possivel
visualizar células com morfologia caracteristicas das células da micréglia, além dos cilios das
células ependimérias, que sdo responsaveis por facilitar a movimentacdo do liquido

cefalorraquidiano (LCR).
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Figura 3: A caracterizacdo morfoldgica de cérebro murino do grupo controle negativo (PBS — SNC)
apo6s 4 semanas. A. Os animais que receberam micro injecao intracerebroventricular com PBS nao
apresentaram alteragdes morfologicas ap6s as quatro semanas da infeccdo. B. Pode ser observado a
preservacao das células ependimarias, pericarios e células da micréglia. Em maior aumento, os cilios das
células ependimarias podem ser notados, que sdo caracteristicas destas células. Legenda: CE: células
ependimarias; EV: espaco ventricular; CC: cortex cerebral. Aumento: A.: 40x; B. 400x. HE.

Ja os pulmdes dos animais infectados via intratraqueal com a cepa laboratorial de
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) demonstraram resposta inflamatdria evidenciada pela
reducdo dos espacos alveolares, devido a aglomeracdo de macrofagos alveolares e
espessamento dos brénquios, observa-se também o aumento da concentragdo de células com

caracteristicas inflamatorias, e de células sanguineas dispersas no tecido (Figura 4).
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Figura 4: A caracterizacdo morfol6gica de pulmao murino no grupo da infeccdo intratraqueal (H37Rv-
Pulmao) apos 4 semanas. A. O pulmao apresentou aumento do nimero de células devido ao processo
inflamatorio, com as estruturas funcionais danificadas. B. Diminuicdo dos espacos alveolares devido ao
recrutamento de células inflamatorias para o sitio da infeccdo; estas células sdo caracterizadas com a
morfologia evidenciando grande quantidade de citoplasma e nlcleo central. Além de vasos sanguineos com os
glébulos vermelhos e células pequenas sem citoplasma e nicleo visivel. Legenda: EA: espaco alveolar; VS:
vaso sanguineo; circulos: células com caracteristicas morfoldgicas de resposta imunolégica; seta: eritrécitos.
Aumento: A.: 40x; B. 400x. HE.

Ao analisar o cérebro dos animais que receberam 10° CFU/mL do bacilo via
intratraqueal, podemos perceber que o parénquima cerebral também apresentou sinais de
edema, tais como o extravasamento de células sanguineas e liquidos pelos vasos sanguineos,
caracterizados pelos espagamentos no parénquima, além da presenca de vasos sanguineos sem
delimitacdo (Figuras 5 A e B). Percebe-se também a perda do revestimento ependimario no

espaco ventricular.
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Figura 5: A caracterizacdo morfoldgica de cérebro murino do grupo que recebeu infeccdo intratraqueal
(10° CFU/mL de M. tuberculosis) (H37Rv — Pulmio) ap6s 4 semanas. A. Apresentaram alteracGes
morfolégicas ap6s as quatro semanas da infeccdo como a auséncia de tecido pertencente a pia-mater e edema
cerebral. B. Pode ser observado a presenca de células sanguineas dispersas no cortex cerebral, bem como
espacos proximos a uma estrutura de vascularizacdo destruida por edema. Legenda: ES: espaco subaracnéide;
CC: cortex cerebral; seta: eritrdcitos dispersos no parenquima. Aumento: A.: 40x; B. 400x. HE.

Apos as verificagdes anteriores, prosseguiu-se com a analise das infecgcdes com a cepa
virulenta (H37Rv) que ocorreram diretamente no ventriculo lateral do cérebro, por meio do
procedimento de estereotaxia (H37Rv — SNC), que foi realizado com as mesmas coordenadas
do grupo controle (PBS — SNC).

O grupo em questdo (H37Rv — SNC), exibiu alteracdo na morfologia do tecido de
revestimento dos ventriculos, assim como no parénquima cerebral. Préximo ao local da
infeccdo, o tecido de revestimento apresentou a proliferacdo de células de carater inflamatério.
Além disso, foram observados sinais classicos de edema, principalmente pela existéncia de

espacos no tecido e células sanguineas dispersas (Figura 6 A e B).
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Figura 6: Caracterizacdo morfolégica de cérebro murino infectados intracerebroventricular (H37Rv —
SNC) apds 4 semanas. A. Os animais que receberam micro inje¢éo intracerebroventricular (H37Rv — SNC)
demonstraram mudanca morfologica no plexo coroide, (B) em destaque é percebida a presenca de células
fagocitarias e células vermelhas do sangue, o que indica uma maior intensidade da inflamacdo. Legenda: EV:
espaco ventricular; CC: cdrtex cerebral; PC: plexo coroide; seta: eritrdcitos dispersos no ventriculo. Aumento
da Objetiva: A: 40x; B: 400x. HE.

Os tecidos nervosos infectados por via intracerebroventricular (H37Rv — SNC) foram
explorados quanto a evidencia do bacilo em imagens coradas pela técnica Ziehl-Neelsen. Nas
laminas estudadas constatou-se mais uma vez a perda da morfologia cerebral, vista na Figura
7A, pela alteracdo dos ventriculos cerebrais e regido parenquimatosa. Em maior aumento
(Figura 7B) foi observada a regido que apresentou sinais de inflamacdo, onde foram
encontrados os bacilos, alguns formando um aglomerado (tipico do bacilo) envolto por células,

e outros, dispersos no tecido de células ependimarias.
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Figura 7: Evidéncia do bacilo em cérebro de grupo infectado por microinje¢des via
intracerebroventricular em um intervalo de 4 semanas de infeccdo. A. Epitélio de
revestimento dos ventriculos do SNC desorganizado, assim como 0s espagos ventriculares. B. Em
maior aumento é possivel identificar aglomerados de bacilos entre as células do tecido de
revestimento do ventriculo cerebral. Legenda: EV: espagos ventriculares; P: pericérios;
Circulos: Aglomerados de bacilos. Objetivas: A: 40x; B: 1000x. Coloragdo: ZN.
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3.5 Discussao

Neste estudo, atraves do modelo exposto, demonstramos o estabelecimento de
neurotuberculose, em sua apresentacdo meningea, através da inoculacdo da cepa virulenta de
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) em camundongos black. Seja por via intratraqueal ou
intracerebroventricular, se evidenciou o padrdo inflamatorio, histologicamente, no sistema

nervoso central.

Os achados histologicos aqui listados, como edema cerebral, infiltrado perivascular,
extravasamento de células sanguineas, desorganizacdo ependiméaria e aumento de células da
micrdglia, caracterizam o quadro de meningite tuberculosa, que também foram citados em
outros modelos animais prévios, utilizando coelhos,®** camundongos albinos,?® porquinhos
da indial’ e suinos.’® Segundo Rock e colaboradores, apesar dos estudos em coelhos serem
indiscutivelmente os mais relevantes, algumas avaliagdes imunoldgicas sdo indisponiveis para
tal modelo, sugerindo que o desenvolvimento de estudos em camundongos seja,

necessariamente, o mais adequado.*®

E sabido que um importante fator para este aspecto inflamatorio se encontra na resposta imune
local desencadeada pela ativacdo da microglia, considerada a primeira linha de defesa contra
infeccdes no SNC.2* 21 Apesar deste estudo ndo conter uma analise imunolégica em seu
delineamento, pesquisas semelhantes tém  contribuido através de marcagOes
imunohistoquimicas e dosagens de substancias relacionadas a resposta imune. A exemplo das
evidéncias de elevacdo das citocinas pré-inflamatorias: INF-y, TNF-a, IL-1f e IL-12
diretamente relacionados a reagéo local.*® 12 16 J4 foram dosados também: TGF-B, IL-4 e IL-

10,6 que parecem agir como imunomoduladores, conferindo neuroproteco.

Diferentemente de outros modelos, 11 13-16.18 nossas anélises ndo evidenciaram a formagao do

tuberculoma. Este fato pode estar diretamente relacionado ao tempo de sacrificio estabelecido,
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quatro semanas, visto que a formacdo granulomatosa advém de um processo inflamatorio
cronico.?? Esta auséncia também foi relatada por Mazzolla, que manteve seus animais
infectados por seis semanas!?. Hernandez et al. em seu estudo de 2010 descreveram apenas
processo inflamatorio inicial em seus camundongos sacrificados entre 3 — 4 semanas. Diferente
de 6rgdos coletados apds 60 — 120 dias da infeccdo pelos mesmos pesquisadores, nos quais

foram retratados grandes nédulos inflamatorios (tuberculomas).®

Deve-se destacar que a utilizacdo da infec¢do por via intratraqueal aproxima este modelo
murino ao processo infeccioso em humanos. O mesmo ja havia sido realizado em outro
experimento,'® contudo utilizando camundongos BALB/c (albinos). O que pode justificar
respostas diferentes do hospedeiro, pois ha descri¢cdo de que estes animais secretam mais IL-
10, o que se relaciona com susceptibilidade na fase inicial da infeccdo.?® Fornefett et al. em
2018, também compararam a resposta imune entre camundongos BALB/c e C57BL/6, e
concluiram que os ultimos responderam melhor a infeccdo devido sua propensdo a resposta

Th1.2

Além disso, a utilizacdo dos camundongos C57BL/6 amplia grandemente as possibilidades de
estudos futuros, visto que esta representa a cepa murina mais utilizada mundialmente,?® sendo
o primeiro mamifero ndo humano a ser sequenciado geneticamente.?® Isso expande a
viabilidade aos estudos genéticos e imunobioldgicos envolvendo animais knockout, que podem

ser a chave para a elucidacao de aspectos desconhecidos da doenca em questéo.

Em suma, o modelo experimental de neurotuberculose foi estabelecido pela evidéncia do
processo inflamatdrio e da presenca do bacilo em analises morfoldgicas. Contudo, a nédo
identificacdo da estrutura granulomatosa induz a reflexdo sobre o tempo de infec¢éo utilizado.
Ressalta-se também que um nimero amostral maior pode enriquecer os resultados através da

maior diversidade histologica proporcionada. Ainda assim, a escolha da cepa bacilar e murina,
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associada a via de infeccdo intratraqueal merecem destaque, pois visa-se a ampliacdo de

perspectivas experimentais futuras.
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ANEXOS

ANEXO A — Processamento do cérebro

1. Desprezada a coluna vertebral,
2. Os cerebros foram cortados de forma transversa;
3. Os cortes foram colocados em cassetes separados e identificados com lapis (tipo HB)
em papel;
4. Rodagem da bateria:
Alcool 70% - 30°
Alcool 80% - 30°
Alcool 90% - 30°
Alcool 100% I - 40’
Alcool 100% II - 40’
Alcool-Xilol (1:1) - 15°

Tirado o excesso de alcool antes de seguir para os Xilol’s

Xilol I - 60°
Xilol Il - 60’
Xilol 111 - 60

Tirado, novamente, 0 excesso do xilol para ir para a parafina
Parafina infiltracdo - 60’

Inclusdo da peca



ANEXO B — Processamento do pulméo

Os pulmdes foram identificados em papel escrito com lapis HB e nos cassetes, e
seguiu-se a rodagem de bateria:
Alcool 90% = 90’
Alcool 95% = 90’
Alcool 100%= 60’
Alcool 100%= 30’
Alcool-Xilol = 60’

Xilol =30’
Xilol =12’
Xilol = 13°

Parafina 1 =45

A peca anatdmica ficou com o &pice voltado para cima.
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ANEXO C - Protocolo de coloragdo - Hematoxilina e Eosina

Xilol I -2’
Xilol 11 -2’
Xilol 11 -2’

Alcool Absoluto — 2’
Alcool Absoluto —2’
Alcool 95% - 2’
Alcool 80% - 2’
Alcool 70% - 2’

Agua destilada | — 2’
Agua destilada Il — 2’
Hematoxilina — 3’

3 Lavagens em agua destilada
Agua destilada Il — 2’
Eosina 1% - 30"’
Alcool 80% - 2’
Alcool 95% - 2’

Alcool absoluto — 2

Xilol I -2’
Xilol 11 -2’
Xilol 11 -2’

Montagem em Entellan ® e laminula
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ANEXO D - Protocolo de coloragédo Ziehl-Neelsen

Xilol I - 15
Xilol Il —15°
Xilol 1 - 15’

Alcool Absoluto —2’

Alcool 90% - 2°

Alcool 80% - 2’

Agua corrente — 5°

Fucsina — 60’

Agua — 10’ a 30 (até ver a agua limpida)
Diferenciador (até tirar o excesso do tecido)
Azul de metileno - 5’

Agua destilada (até o tecido ficar azulado)
Alcool 70% - 2 mergulhos

Alcool 80% - 2 mergulhos

Alcool 90% - 2 mergulhos

Alcool absoluto — 2 mergulhos

Alcool absoluto — 2 mergulhos

Xilol I — 2 mergulhos

Xilol Il - 2 mergulhos

Montagem em Entellan ® e laminula

Solucdo de fucsina basica
0,5¢g de fucsina basica
5 mL de &lcool absoluto
1g de fenol cristal

50 mL de agua destilada
Diferenciador
990 mL de alcool 70%

10 mL de 4cido cloridrico

Solucdo Estoque azul de metileno
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1,49 de azul de metileno

100 mL de alcool 95%
Solucdo Uso de azul de metileno

10 mL da solugéo estoque

90 mL de &gua destilada
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