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RESUMO 

A cisticercose é uma doença endêmica e é considerada negligenciada pela 

Organização Mundial de Saúde. A neurocisticercose (NCC) é a forma mais frequente 

e grave da cisticercose, sendo responsável por mais de 50 mil mortes anuais. A 

utilização de modelos experimentais em pesquisa tem sido essencial para o avanço 

do conhecimento de diversas doenças, como no entendimento da fisiopatologia, da 

resposta imune e das relações parasito hospedeiro. O presente estudo objetivou a 

caracterização da resposta imune celular in situ e sistêmica, e o papel das células 

inflamatórias em desencadear alterações nos padrões de mielina. Para isto, utilizou-

se um modelo experimental de NCC intraventricular para avaliar as concentrações de 

citocinas in situ e sistemicamente, pela cultura de células do baço, e as alterações nos 

padrões de desmielinizarão periventricular e parenquimal ao longo do período 

experimental. Não foram detectadas alterações nas concentrações de citocinas no 

local da infecção. Sistemicamente, observa-se a presença de IL-10 inicialmente e aos 

30 dias de infecção, observa-se a presença significante de todas as citocinas 

analisadas como, IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-γ no grupo infectado. No final da 

infecção, o perfil Th2, foi predominante. Na avaliação anatomopatológica observou 

quebra da barreira hemato encefálica (BHE), que permitiu o influxo inicial de células 

inflamatórias nos dois grupos analisados. Aos 30 dias, observou-se processo 

inflamatório misto, ventriculomegalia, macrófagos espumosos e desmielinizarão 

periventricular. No final da infecção, predomínio de células mononucleares, 

ventriculomegalia, macrófagos espumosos e desmielinização no parênquima em sua 

maioria. Em conclusão, a resposta imune sistêmica dos camundongos BALB/c 

induzida por cisticercos de T. crassiceps, foi caracterizada por um perfil imune do 

tipo Th2e desmielinizarão parenquimal no final da infecção possivelmente pelo 

processo inflamatório como também pelo efeito compressivo do parasito sobre o 

parênquima encefálico.  

Palavras-chave: neurocisticercose experimental, resposta imune, citocinas, lesão 

tecidual, desmielinizarão periventricular, desmielinizarão parenquimal, Taenia 

crassiceps 
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ABSTRACT 

The cysticercosis is endemic and is considered neglected by the World Health 

Organization. The neurocysticercosis (NCC) is the most common and severe form of 

cysticercosis, accounting for over 50,000 deaths annually. The use of experimental 

models in research, has been essential to the advancement of knowledge of various 

diseases, such as in understanding the pathophysiology, immune response and 

parasite host reactions. This study aimed to characterize the cellular immune 

response in situ and systemic, and the role of inflammatory cells in triggering 

changes in myelin standards. For this, we used an experimental model to evaluate the 

NCC intraventricular concentrations of cytokine in situ and systemically, by spleen 

cell culture, and changes in parenchymal patterns and periventricular desmielinizarão 

throughout the experimental period. No changes were detected in cytokine 

concentration at the infection site. Systemically, it is observed the presence of IL-10 

initially and after 30 days of infection, there is a significant presence of all the 

cytokines analyzed as IL-4, IL-10, IL-17 and IFN-γ in the infected group. At the end 

of the infection, the Th2 profile was predominant. In evaluating pathological 

observed breaking the blood-brain barrier (BBB) allowing the initial influx of 

inflammatory cells in the two groups. At 30 days, there was a mixed inflammatory 

process, ventriculomegaly, foamy macrophages and periventricular desmielinizarão. 

At the end of the infection, predominance of mononuclear cells, ventriculomegaly, 

foamy macrophages and demyelination in the parenchyma mostly. In conclusion, the 

systemic immune response of BALB / c mice induced by cysticercus T. crassiceps, 

was characterized by a Th2-type immune profile and desmielinizarão parenchymal 

infection possibly at the end of the inflammatory process as well as the compressive 

effect on the parenchyma of the parasite brain. 

Keywords: experimental neurocysticercosis, immune response, tissue injury, 

demyelination periventricular, parenchymal demyelination, Taenia crassiceps 
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INTRODUÇÃO / REVISÃO DA LITERATURA 

Os conhecimentos acerca da cisticercose foram inicialmente datados da 

antiguidade, por Aristóteles, ficando estagnados até a segunda metade do século 

XIX, quando pesquisadores alemães demonstraram que a forma larvária da Taenia 

solium era responsável pelo desenvolvimento da cisticercose em animais e em 

humanos (DEL BRUTTO & SOTELO, 1988).  

A cisticercose é uma doença endêmica em várias partes do mundo, 

sendoconsiderada pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 2008) como doença 

negligenciada. Estima-se que aproximadamente 50 milhões de pessoas estejam 

infectadas e mais de 50 mil morrem por cisticercose anualmente, sendo que 32 

milhões de pessoas infectadas se encontram na África, 11 milhões na Ásia e 3 

milhões nas Américas. Na América Latina cerca de 18 países apresentam casos de 

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

Uruguai e Brasil (FLISSER, 1991; MMWR, 1992; WHO, 2008). A migração de 

pessoas entre as áreas vem mudando sua localização geográfica (PAL & CARPIO et 

al., 2000).  

A Neurocisticercose (NCC) é uma infecção do sistema nervoso central, causada 

pela forma larval da Taenia solium, a forma mais frequente da cisticercose (DE 

ALBUQUERQUE & GALHARDO, 1995, DEL BRUTTO & SOTELO 1988). É 

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

acometendo um grande número de pessoas, produzindo algumas vezes 

sintomatologia grave (FLISSER, 1991; COULDWELL & APUZZO 1992; FLISSER 

& PLANOARTE, 1991; SCHENONE et al., 1982).  

A frequência desta enfermidade no Brasil em autópsias varia de 0,12 a 9%, na 

clínica de 0,03 a 13,5% e nos estudos soro epidemiológicos de 0,68 a 6,2%. As áreas 

endêmicas estão compreendidas nos estados da região central do Brasil, além de São 

Paulo, Paraná, e Minas Gerais, devido às condições de criação das suinoculturas 

(AGAPEJEV, 2003; TAKAYANAGUI et al 1996). A principal faixa etária 
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acometida predomina entre 21 e 40 anos, embora tenham sido descritos casos de 

NCC em pessoas idosas (CAVELLANIet al., 2007), possivelmente porque a 

cisticercose é uma doença onde os sintomas aparecerão tardiamente. O sexo 

masculino é o mais atingido, da zona rural em sua maioria, possivelmente pelos 

hábitos de higiene e trabalhar diretamente com os animais infectados. O quadro 

clínico mais preponderante é a epilepsia seguida de cefaléia e hipertensão 

intracraniana (AGAPEJEV, 2003). Estima-se que o Brasil gaste aproximadamente 

US$85 milhões de dólores no tratamento de complicações da NCC (COSTA, 2003; 

PAL & CARPIO et al. 2000). Deste modo a NCC constitui um desafio importante 

para o sistema público de saúde do nosso país. 

 

Ciclo biológico e  modo de transmissão da cisticercose humana 

Os cestódeos Taenia solium e Taenia saginata são responsáveis pela teníase 

humana. O gênero Taenia pertence à família Taenidae, à classe Cestoidea e à ordem 

Cyclophyllidea (REY, 1991). As formas larvais (Cysticercus cellulosae e Cysticercus 

bovis respectivamente, denominação sem valor taxonômico) produzem a 

cisticercose. O ciclo das tênias implica dois hospedeiros, um definitivo e um 

intermediário, e uma fase de vida livre. O único hospedeiro definitivo de ambas as 

tênias (fase adulta do parasito) é o homem, em cujo intestino delgado se aloja. Os 

hospedeiros intermediários de Taenia solium são os suínos e os de T. saginata são os 

bovinos, desenvolvendo-se na musculatura (ACHA & SZYFRES, 1986; REY, 1991). 

Os parasitos classificam-se em três fases: adulto no hospedeiro definitivo, ovos no 

ambiente e cisticercos (fase larval) no hospedeiro intermediário (GEMMELL & 

LAWSON, 1989; GEMMELL et al., 1983). 

Quando os ovos de tênia são ingeridos pelos hospedeiros intermediários, os 

embriões (oncosferas) se libertam do ovo no intestino delgado pela ação dos sucos 

digestivos e bile. As oncosferas penetram no intestino e, em 24 a 72 horas, difundem-

se no organismo através da circulação sanguínea. Ocorre então formação de 

cisticercos em diferentes tecidos do hospedeiro, como músculos esqueléticos e 

cardíaco (GEMMELL et al., 1983), sistema nervoso central, dentre outros, gerando a 

cisticercose (FLISSER, 1991). Os cistos medem de 7 a 12mm de comprimento por 4 

a 6mm de largura (REY, 1992). 
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Alguns autores relatam que a cisticercose humana por cisticercos de T. 

saginata é extremamente rara ou não ocorre, mas não há comprovação científica 

desse fato (ACHA & SZIFRES, 1986; SCHANTZ et al., 1994; SCHENONE et al., 

1982), enquanto outros admitem a possibilidade de cisticercose humana por ambas as 

espécies de tênia (GEMMELL et al., 1983; PAWLOWSKI & SCHULTZ, 1972; 

REY, 1973; REY, 1991). 

 

Cisticercose humana 

O complexo teníase-cisticercose(T/C) constitui um problema de saúde 

pública, em que o homem se comporta como hospedeiro definitivo e hospedeiro 

intermediário, abrigando o parasito adulto como também a fase larval, que é 

denominado de cisticercose humana (ACHA & SZIFRES, 1986; REY, 1991). Na 

maioria das vezes, a endemicidade desta enfermidade está relacionada às precárias 

condições sanitárias e ao baixo nível socioeconômico, permitindo o acesso da 

população ao consumo de carne de má procedência, verduras e água contaminada, 

falhas no saneamento básico, na fiscalização sanitária, hábitos de consumo pela 

população em geral como a ingestão de carne crua ou mal cozida, desconhecimento 

da população sobre a doença (LINO Jret al., 2006) e falta de programas públicos de 

saúde específicos. Segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO), a 

neurocisticercose é responsável por 50.000 óbitos por ano em países 

subdesenvolvidos.  

A importância da saúde pública na disseminação das doenças geralmente está 

associada às condições socioeconômica e cultural dos países em desenvolvimento. 

Na década de oitenta, a cisticercose humana apresentava distribuição mundial 

(MACHADO et al., 1988). A endemicidade da cisticercose em algumas regiões do 

país está relacionada ao fato da ingestão de carne com cisticercos ou canjiquinhas, 

como normal, facilitando a sua disseminação, principalmente na Ásia, África e 

América Latina (MENDES et al., 2005). 

Atualmente a importância da cisticercose na patologia humana está na 

dependência da localização do parasito em tecidos nobres, como globo ocular e 

sistema nervoso central (neurocisticercose). Outras localizações, como a subcutânea, 

muscular e a visceral, apresenta menor significância clínica. Porém, a presença de 
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cistos nessas localizações pode ser um indicador da presença de cistos nos tecidos 

mais nobres (VERONESI et al., 1991). 

A cisticercose pode ser classificada de acordo com a localização dos 

parasitos, segundo ZENTENO-ALANIS (1982) em: forma disseminada (com 

localização nas vísceras, pele e músculos), a oftalmocisticercose (nos olhos e órbita), 

a neurocisticercose (no sistema nervoso central) e, finalmente, a forma mista com 

mais de uma das localizações acima citadas. 

A infecção no homem, quando assume a condição de hospedeiro 

intermediário do helminto, acontece da mesma forma, geralmente pela ingestão 

acidental de ovos de T. solium presentes em ambiente contaminado com fezes de 

origem humana. A contaminação de uma pessoa pode ser direta, com a ingestão dos 

ovos de um indivíduo por outro, por autoinfecção, devido a movimentos retro 

peristálticos do intestino que levam as proglotes para o estômago; ou por 

contaminação indireta, pela ingestão de alimentos ou água contaminada. Queremos 

ressaltar que, o suíno não é, de nenhuma maneira, a fonte de transmissão da 

cisticercose (ROPPA, 2006), pois, o complexo T/C é uma infecção de humano para 

humano, adquirida pela rota fecal-entérica, que ocorre principalmente em áreas com 

condições sanitárias deficientes (WHO, 2000). 

De acordo com as pesquisas, o problema da infecção da carne de porco está 

intimamente relacionado à maneira com que os animais são criados. Animais criados 

em escala extensiva, contato mais intenso entre estes e os seres humanos, as 

infecções são nitidamente mais frequentes. A maneira mais eficiente de se quebrar o 

ciclo do complexo T/C é eliminar o contato entre os suínos e os excrementos 

humanos. O suíno constitui o hospedeiro intermediário da teníase, sua contaminação 

ocorre somente pela ingestão dos ovos de tênia do solo ou de alimentos (ou água) 

contaminados com fezes de pessoas portadoras de teníase. A presença de cisticercose 

em animais, principalmente suínos, demonstra sempre condições sanitárias 

inadequadas nos plantéis (ACHA &SZYFRES, 1986; Rey, 1991). 

A cisticercose é adquirida através da ingestão dos ovos de T. solium, em 

vegetais, água contaminados, e através do contato fecal – oral. O ciclo de vida da T. 

solium é mostrado na Fig. 1. Os ovos de T. solium são eliminados nas fezes e 

contaminam os alimentos pela falta de higiene. Quando estes são ingeridos e 

expostos ao suco gástrico no estômago humano, eles perdem a sua cápsula protetora 

e se transformam em cistos de larvas, chamadas oncosferas que são capazes de 
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atravessar o trato gastrointestinal e migram através do sistema vascular para o 

cérebro, músculo, olhos, e outras estruturas. Uma vez no cérebro, os cistos larvais 

(cisticercos) inicialmente geram uma resposta imunitária mínima e podem 

permanecer no cérebro como cistos viáveis durante anos. (DEL BRUTTO, 2012). 

A teníase é adquirida através da ingestão de carne crua ou mal cozida 

contendocisticercos.Sob ação da bile, os cisticercos se desinvaginam liberando o 

escólex, O verme adulto se fixa no intestino e começa a expelir os ovos e proglótides, 

que são excretados nas fezes humanas e podem contaminar o solo, a água e os 

alimentos. (FLISSER, 1991).  

 

 

Figura 1: Ciclo biológico da Taenia solium e Taenia saginata. Fonte: 

www.dpd.cdc.gov  

Inicialmente, têm-se ovos e proglotes grávidas nas fezes que passam para o 

ambiente (1), bovinos (T. saginata) e suínos (T. solium), infectam-se inicialmente 

pela ingestão de vegetação contaminada por ovos ou proglotes grávidas (2), as 

oncosferas penetram na parede intestinal, caindo na circulação sanguínea e linfática 

e fixando-se nos músculos (3), os humanos infectam-se pela ingestão de carne crua 

ou mal cozida (4), o escólex se fixam no intestino (5), vermes adultos no intestino 

delgado (6). Estágio infectante (d) e estágio infectante (i) (Adaptado de CDC, 2011).  
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1.3 Patologia da NCC 

A infecção humana natural depende da localização, do estágio larval, do número 

de parasitos e da resposta imune do hospedeiro. Dois mecanismos principais são 

responsáveis pela ação patogênica do parasito no SNC: o efeito mecânico 

proporcional ao volume relaciona-se com a localização da vesícula; e o efeito tóxico, 

que pode ser local, perifocal ou à distância. A NCC é uma doença pleomórfica, em 

que o SNC é afetado pela presença do parasito propriamente dito, pela reação 

inflamatória, fibrose residual, granuloma ao redor do parasito e pela calcificação dos 

restos do parasito. O SNC reage com a formação de inflamação, causando 

desmielinização da substância branca, proliferação glial e infiltração de células 

(ALVAREZ et al., 2006).  

Os efeitos tóxicos destes cistos podem ser observados no local de implantação 

como também no hipocampo, que está localizado no lobo temporal. O hipocampo é 

bi laminar, composto por duas regiões (corno de Amon e giro denteado). Ambas as 

regiões possuem três camadas, formadas por dois tipos de células principais: as 

células granulares do giro denteado e as células piramidais do Corno de Amon (CA). 

O CA se subdivide nos setores CA1, CA2, CA3 e suas três camadas são molecular, 

piramidal e polimórfica. As três camadas do giro denteado são: camada molecular, a 

granular, e neurônios da região polimórfica do giro denteado que, entre outros tipos 

neuronais, contêm as células musgosas (GRAY et al., 1995). Os cisticercos e seus 

efeitos tóxicos são responsáveis pelas manifestações clínicas na NCC, consistindo 

em perda neuronal e desmielinização (KANNER, 2005; LASSMANN, 2007; 

STEINMAN, 2001). 

Todavia, os cistos calcificados não são invariavelmente epileptogênicos, e a 

presença de lesões cisticercóticas na ressonância magnética pode ser facilmente 

detectada em pacientes assintomáticos. Em certas condições podem contribuir para o 

desenvolvimento de epilepsia, sendo que as alterações ou dispersões das células que 

compõe o hipocampo estão fortemente associadas como causas frequentes de 

epilepsia na NCC (SILVA, et al.,2006). 

Osaspectos anatomopatológicos da NCC são bastante variáveis e podem ser 

agrupados em formas anatomoclínicas básicas. Estas formas são caracterizadas em 

etapas, como: etapa vesicular (EV), vesicular coloidal (EVC), granular-nodular 

(EGN) e etapa nodular calcificado (ENC) (LINO-JR et al., 2002). Na etapa vesicular, 
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os cisticercos apresentam-se viáveis, com membrana transparente, líquido vesicular 

claro, e escólex invaginado mostrando estrutura semelhante ao helminto adulto da T. 

solium. Nesta fase, os cisticercos podem permanecer por anos, e se forem 

reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro, sofrem várias agressões, podendo 

levar a morte do parasito, transformando-o em um nódulo mineralizado (''fase 

calcificada''). Da etapa vesicular ao calcificado, os cisticercos muitas vezes se 

diferenciam através de dois estágios intermediários de involução, que são chamados 

de '' granular e coloidal '', respectivamente. Este processo não é seguido por todos 

parasitos, algumas vezes podem ser destruídos logo após entrar no SNC, ou podem ir 

diretamente para a etapa granular, sem passar pelas etapas intermediárias. Esta última 

hipótese é mais aceita, devido à baixa sensibilidade dos ensaios sorológicos em 

pacientes com um único granuloma de cisticercos (DEL BRUTTO, 2014). 

Com relação à análise macroscópica, os cisticercos podem ser encontrados na 

convexidade ou na base do encéfalo, no parênquima encefálico e nos ventrículos. No 

parênquima, as vesículas são mais comumente encontradas na substância cinzenta do 

que na substância branca, favorecido pela circulação encefálica. Quando os 

cisticercos se alojam no aqueduto de Silvius, ou no quarto ventrículo, podem 

produzir hidrocefalia não comunicante. O grau de dilatação ventricular depende 

principalmente da gravidade e duração da obstrução (AGAPEJEV et al. 2007). 

Cisticercos alojados nas meninges são designados de formas meníngeas, provocando 

reação inflamatória seguida de fibrose. Além da variedade de localização dos 

cisticercos, estes podem apresentar diferentes graus de maturação, os quais podem 

ser classificados em formas ativas e inativas. Nesta fase, alguns fatores podem 

influenciar, como: o tamanho do parasito, estágio evolutivo de desenvolvimento e as 

propriedades nutricionais do lugar de instalação (FLISSER et al. 1982; MÁRQUEZ-

MONTER, 1972). 

Nas análises microscópicas, se diferenciam quanto à sua viabilidade. 

Cisticercos em fase vesicular no parênquima cerebral induzem pouca ou nenhuma 

reação inflamatória, presença de poucos fibroblastos e discreta gliose. Na fase 

coloidal, normalmente estão rodeados por uma cápsula de colágeno, reação 

inflamatória intensa, essencialmente de mononucleares, proliferação microglial e 

edemas. O edema desaparece quando os parasitos entram em fase granular ou 

nodular calcificados, rodeados de células multinucleadas, que são associados à 

gravidade da doença (DEL BRUTTO, 2014; PITTELLA, 1997). As arteríolas podem 
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estar comprometidas, podendo levar a oclusão completa por proliferação endoarterial 

ou trombos. O processo inflamatório e as lesões decorrentes relacionam-se com o 

estágio e a viabilidade dos parasitos (MÁRQUEZ-MONTER, 1972; PITTELLA, 

1997). Nas meninges, observa-se espessamento das mesmas, levando a meningite e 

hidrocefalia pelo bloqueio da circulação liquórica. 

No espaço subaracnóide o processo inflamatório é composto por linfócitos, 

células gigantes multinucleadas, fibras colágenas e raros eosinófilos. Esta reação 

inflamatória pode ser prejudicial ao quiasma óptico e aos nervos cranianos (DEL 

BRUTTO, 2014). Os episódios irritativos recorrentes nas meninges ocasionam 

meningite proliferativa, puramente por razões físicas, devido ao movimento 

constante do LCR, nos ventrículos laterais. Este movimento do fluxo possibilita a 

perda de estruturas internas dos cisticercos, adquirindo aspecto macroscópico de 

racemoso. Nesta etapa, eles aderem entre si, formando vesículas de paredes delgadas, 

translúcidas e sem escólex interior. Acredita-se que este estágio se deve à sua 

localização (MÁRQUEZ-MONTER, 1972; PITTELLA, 1997). Dependendo do 

tamanho das vesículas, produzem um quadro oclusivo. Nos ventrículos apresentam-

se em números e estágios de maturação variados, podendo estar livres, ou aderidos 

na camada ependimal. Estes cisticercos, quando aderidos, adquirem forma 

pendiculada, levando a ependimite granularis, com reação inflamatória inespecífica e 

proliferação celular (DEL BRUTTO, 2014). No epêndima, observam-se áreas de 

epitélio normal cúbico e áreas granulares, com discreta proliferação vascular, edema, 

e gliose do tecido nervoso subjacente (AGAPEJEV et al., 2007). Nesta etapa, 

observa-se cápsula fibrosa, células gigantes multinucleadas e focos de células 

inflamatórias, levando ao quadro de hidrocefalia, que é decorrente de complicações 

da NCC (MÁRQUEZ-MONTER 1972). A forma mais frequente de hidrocefalia 

associa-se com meningite basal cisticercótica, pela presença dos parasitos nos 

ventrículos, responsável pelo aumento da pressão intracraniana (GASPARETTO et 

al., 2008; MÁRQUEZ-MONTER, 1972).  

1.4  Inflamação e neurodegeneração na NCC 

A homeostasia nos tecidos em geral tem como objetivo manter a integridade e 

manutenção das células. Quando a integridade é perdida pela presença do patógeno, 

toxinas, traumas ou de doenças, perde-se esse equilíbrio homeostático. Em resposta a 
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tais situações, onde os mecanismos de defesa e manutenção agem no 

restabelecimento da integridade tecidual (XANTHOS &SANDKÜHLER, 2014).  

As reações inflamatórias no CNS diferem substancialmente daquelas 

apresentadas em outros tecidos, devido à carência de células dendríticas residente, 

macrófagos perivasculares (HICKEY & KIMURA, 1988). Quem assume essa função 

são os pericitos vasculares (BALABANOV et al., 1999). Estas características 

peculiares do SNC levaram à concepção de que este órgão representava um sítio 

imune privilegiado, devido a um sistema de barreira especial, que limitava o influxo 

de partículas e células, chamado de barreira hematoencefálica (BHE) (SCHWARTZ 

et al., 2001).  

O termo “imune privilegiado” foi inicialmente interpretado para indicar a 

completa ausência de células imunológicas no SNC. Atualmente, existe um novo 

conceito, onde mostram que esse privilégio não é total. Existem fortes evidências na 

literatura, que a inflamação no SNC está envolvida na patogênese de doenças 

neurodegenerativas agudas e crônicas, incluindo doenças de Parkinson, Alzheimer, 

esclerose lateral amiotrófica, trauma do cérebro e medula espinhal e acidente 

vascular encefálico (WYSS-CORA et al., 2002). 

Durante a infecção, a barreira hematoencefálica (BHE) torna-se mais permeável, 

e a falência desta é um evento crítico no desenvolvimento e progressão de várias 

doenças inflamatórias no SNC (BROOKS et al., 2005; HAWKINS & DAVIS 2005; 

OTTO et al., 2002; YATSIV et al., 2002). A barreira hematoencefalica (BHE) é 

constituída por células endoteliais especializadas, formando uma rede elaborada de 

junções de oclusão inter-endotelial complexa com o objetivo de inibir o tráfego de 

células e moléculas, podendo ser alteradas pelas citocinas pró-inflamatórias (FOX et 

al, 2000). Os linfócitos T não ativados apresentam trânsito livre pela BHE, pois 

participam dos mecanismos de imuno sobrevivência (OKSENBERG et al., 2001).  

A inflamação é um processo complexo, consistindo de vários aspectos 

determinantes do hospedeiro, e está envolvida na patogênese de várias desordens 

cerebrais, como também da NCC. A presença dos cisticercos no encéfalo leva a: 1) 

ativação de micróglia/macrófagos residentes com mobilização e 2) infiltração de 

células inflamatórias periféricas com destruição tecidual (CAMPANELLA et al., 

2002). A progressão sequencial desses eventos pode levar a morte dos cistos, devido 

ao tratamento que pode ter sido inicialdo pelo paciente, ao atrito normal com o tecido 

do hospedeiro, ou ainda pela ativação da resposta inflamatória, normalmente 
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observado em formas de granulomas, que podem levar a diferentes tipos de 

manifestações clínicas (WHITE et al.,1997). No entanto, as células residentes do 

SNC fazem o primeiro contato com o patógeno, e sob condições severas, permitem o 

influxo de células do sangue periférico para o local da infecção, mas com certa 

restrição na tentativa de proteger os neurônios (HICKEY et al., 1991). 

Na cisticercose a larva metacestóide deve permanecer viável por mais tempo 

possível no tecido do hospedeiro intermediário, para poder infectar o hospedeiro 

definitivo. Essa manutenção do ciclo biológico de Taenia sp. depende principalmente 

do tipo de inflamação local. Em suínos, a presença de cisticercos viáveis de T. 

soliumdesencadeia discreta reação inflamatória e pequeno granuloma, ao passo que 

cisticercos mortos (inviáveis) geram intensa reação inflamatória composta 

principalmente de eosinófilos que levam a destruição dos parasitos (DE ALUJA & 

VARGAS, 1988; DE ALUJAet al., 1998; FLISSER et al. (1990)).  

Na neurocisticercose humana a reação inflamatória apresenta níveis aumentados 

das interleucina (IL) 6 e IL-1 no CSF (fluído cérebro espinhal) e no soro 

(OSTROSKY-ZEICHNER et al. 1996), aumento de IL-5 (EVANS et al., 1998) e da 

eotaxina no soro (RESTREPO et al. 1998). Ao redor dos cistos observaram citocinas 

do tipo Th1 e Th2 (DE ALUJA & VARGAS, 1988; FLISSER, 1990). Em pacientes 

com um único cisto, observou-se aumento da IL-2 no sangue periférico in vitro, 

quando estimulado com Concanavalin A (MEDINA-ESCUTIA, 2001). Entretanto, 

grandes reações inflamatórias podem estar associadas à destruição da larva 

metacestóide, e seus efeitos patológicos pela formação de granulomas em pacientes 

sintomáticos (CARPIOet al., 1998; WHITE, 2000). 

 Acredita-se que a inflamação no SNC, ou neuroinflamação, é induzida apenas 

por um estado patológico, geralmente sob a forma de uma infecção microbiana, ou 

de suas toxinas, ocasionando algum tipo de degeneração (TSUNODA & FUJINAMI, 

2002). A neuroinflamação é um mecanismo importante na proteção do cérebro pela 

liberação de citocinas (CACQUEVEL et al., 2004) e quimiocinas (UBOGU et al., 

2006) pelo sistema imunológico.  

 Há evidências substanciais de que o estresse oxidativo gerado na inflamação 

é um causador, ou, pelo menos, um fator auxiliar na patogenia das principais doenças 

neurodegenerativas (UTTARA, SINGH et al., 2009; FERRETTI E BACCHETTI, 

2011; OLIVEIRA, KALLAUR et al., 2012). As espécies reativas do oxigênio 

(EROs) são implicadas como mediadores na desmielinização e dano axonal pelos 
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seus altos níveis locais em condições inflamatórias. Em contrapartida os macrófagos 

ativados e micróglias agem na defesa antioxidante no interior das lesões (VAN 

MEETEREN, TEUNISSEN et al., 2005; VAN HORSSEN, WITTE et al., 2012). Os 

danos induzidos pelos EROs ou ERNs (espécies reativas do nitrogênio), podem levar 

a peroxidação das membranas lipídicas que podem se acumular dentro de 

macrófagos, como também podem ser responsáveis em alterações de moléculas 

biológicas, incluindo o DNA, o RNA, lipídios, proteínas e carboidratos (TURKO, 

MARCONDES et al., 2001). As modificações no SNC levam a diferentes tipos de 

resposta inflamatória, que permite a destruição ou a proliferação do parasito 

(CHAVARRIA et al., 2005; SCIUTTO et al.2007) 

 As células residentes do SNC tem papel crucial na inflamção e 

neurodegeneração de várias doenças neurodegenerativas. As micróglias ou 

macrófagos residentes do SNC, possuem semelhanças com as células da linhagem 

dos monócitos (LING and WONG, 1993). Quando ativadas podem inteferir na 

função neuronal  (KREUTZBERG, 1996), pela produção de catecolaminas 

(neurotransmissores), exercendo efeitos na  ativação, proliferação e apoptose nas 

células (OFFEN et al., 1995; BROWN et al., 2003). Apresentam moléculas de MHC 

(complexo de histocompatibilidade), mas é incerto se  podem funcionar como células 

apresentadoras de antígenos (APCs) in vivo. As adipocinas (citocinas), podem 

aumentar a produção de citocinas pró ou anti-inflamatória  (OUCHI et al., 2011; 

ABELLA et al., 2014) e participam diretamente do estresse oxidativo pela produção 

de  espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (PIEHL LIDMAN, 2001). Na ativação 

crônica podem provocar neurodegeneração pelos seus efeitos tóxicos (DAVISet al., 

2013; CARSON et al., 2008). 

Ainda pouco se sabe sobre a presença de macrófagos espumosos, mas estes 

estão presentes em grande quantidade no processo inflamatório crônico em geral, 

como também na NCC, como resultado da fagocitose das membranas das células 

destruídas. Normalmente as células dos mamíferos são protegidas dos efeitos tóxicos 

do excesso de colesterol, por múltiplos complexos e mecanismos, incluindo 

diminuição da sensibilidade de receptores de LDL, em resposta ao aumento dos 

níveis intracelulares de colesterol (JANCIAUSKIENE et al., 2001; VAINIO & 

IKONEN, 2003). Os macrófagos espumosos apresentam acúmulo de colesterol 

devido a entrada acelerada e o efluxo reduzido. Em experimentos in vitro têm 

demonstrado que LDL oxidado, induz mais eficientemente a formação de 
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macrófagos espumosos, que o LDL normal (SONG et al., 2001). O LDL oxidado 

forma a lisofosfatidilcolina, pró-inflamatória (lysoPC), que favorecem a produção de 

citocinas, como IL-1β, IL-12, IL-6 e TNF-α em macrófagos classicamente ativados 

(QIN et al., 2014). Se o lipídio se associa ao HDL, a esfingosina-1-fosfato (S1P) 

mostra-se protetora, promovendo a polarização para AAM, estimulando a produção e 

de IL-4, em estudos sobre arteriosclerose. Os macrófagos tratados com S1P reduz o 

armazenamento de lipídios de forma dependente da IL-4. Os papéis opostos de LDL 

e HDL interferem na polarização de macrófagos e seus efeitos no agravamento ou na 

inibição de doenças inflamatórias crônicas (PARK et al., 2014). 

 Os astrócitos produzem moléculas da matriz extracelular que auxiliam na 

rede de apoio do SNC, como também na difusão de neurotransmissores e produção 

de fatores neurotróficos na manutenção da homeostasia (BEZZI & VOLTERRA, 

2001; HAYDON, 2001). Possuem moléculas MHC de classe II, mas são incapazes 

de funcionar como APCs eficientes para células TCD4
+
, devido a baixa expressão de 

moléculas co-estimuladoras (ALOISI et al, 2000;. PIEHL & LIDMAN, 2001)]. Age 

na regulação da resposta imune, pela produção de fator de crescimento transformador 

(TGF)-β e indução de  apoptose em células T (CONSTAM et al., 1992, GOLD et al, 

1996; MATSUMOTO et al., 1993). Sabe-se que estas células são importantes na 

redução e manutenção de doenças neurodegenerativas do SNC, pois as células T 

reguladoras astrócito-induzida atrasam o início e a gravidade de doenças auto 

imunes, demonstrado pela administração intravenosa em ratos homogenato como 

modelo experimental da EAE (encefalite autoimune experimental)  (TRAJKOVIC et 

al., 2004) . 

 Os neurônios são muitas vezes considerados como espectadores passivos na 

resposta inflamatória. Contudo, eles podem regular a expressão de moléculas de 

MHC de classe I e II pelas células da glia circundante em resposta a atividade 

elétrica. Produzem  citocinas como interferon-gama (FN-γ) e estimulam a apoptose 

de células T (FLÜGEL et al., 2000; NEUMANN et al., 1997; OLSSON et a.l, 1989, 

1994). Apesar de possuirem  molélulas de MHC classe I e II, seu papel é 

controverso. Acredita-se que estas moléculas sirvam como alvo de ataque utilizados 

pelas células TCD8
+
 citotóxicos. Em camundongos nocaute para moléculas de MHC 

classe I, infectados cronicamente com TMEV (Vírus da encefalomielite murino de 

Theiler), observou-se redução na perda axonal e preservação das funções 
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neurológicas, mas apresentavam uma área de desmielinização extensa (RIVERA-

QUIÑONES et al., 1998).  

 

1.5  Desmielinização na NCC 

 A desmielinização se refere ao processo de remoção das bainhas de mielina 

previamente formadas (FRANKLIN, 2002). A produção e manutenção da bainha são 

realizadas pelos oligodendrócitos e células de Schwann. A bainha de mielina é 

responsável pela transmissão do impulso nervoso de forma rápida e eficiente, 

integrando assim funções sensoriais, motoras e cognitivas eficientes (LAZZARINI, 

2004; PURVES, 2005). Quando as bainhas de mielina sofrem alterações, o axônio 

fica desprotegido, necrosando a seguir. A desmielinização pode ter causas primárias, 

que ocorre pela: 1- instabilidade, 2- dano na célula mielinogênica (oligodendrócito e 

célula de Schwann) 3- na própria bainha de mielina, contudo há preservação dos 

axônios. Causa secundária, ocorre quando as bainhas de mielina sãoperdidas 

havendo a necessidade de reconstrução. Essa reconstrução é realizada pelos 

oligodendrócitos maduros, que ocupam a área desmielinizada (STANGEL& 

HARTUNG, 2002; ZHAO, FANCY et al., 2005). A remielinização dos neurônios 

pode ocorrer pela invasão das células de Schwann ao SNC, quando os astrócitos 

desaparecem (GRACA e BLAKEMORE, 1986). 

 As doenças desmielinizantes têm sido estudadas, conhecidas e identificadas 

ao longo do tempo, na tentativa de facilitar os critérios diagnósticos, melhorando a 

clínica. Estas doenças podem ser classificadas de acordo com sua patogênese no 

SNC. Existem vários tipos: desmielinizações provocadas por processos 

inflamatórios, por infecção viral, por desarranjos metabólicos adquiridos, por 

compressão focal e as formas hipóxico-isquêmico. Algumas destas distinções são 

bastante simples, mas a classificação proporciona uma estrutura conceitual no intuito 

de facilitar o diagnóstico (LOVE, 2006). 

  

1.5 a - Desmielinização por processos inflamatórios 

Três doenças se enquadram nesta categoria: a esclerose múltipla, a encefalomielite 

disseminada aguda (EAD) e a leucoencefalite hemorrágica aguda (AHL). Nesse 
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grupo as doenças desmielinizantes caracterizam pela presença da inflamação que 

leva a destruição das bainhas de mielina, prejudicando a transmissão do impulso 

nervoso e o aparecimento de sinais neurológicos (KIPP, VAN DER VALK et al., 

2012). Essas doenças dependem de uma variedade de eventos, como o tempo de 

duração, o agente agressor, o local da inflamação, trauma mecânico e processos 

patológicos diferenciados, afetando tanto as células formadoras de mielina quanto os 

próprios neurônios (SIEGEL, 1999). O diagnóstico precoce resulta no início 

imediato da terapia reduzindo os surtos, e sintomas, bem como as incapacidades 

residuais. 

 O primeiro grupo de doenças compreendem as doenças autoimunes do SNC 

(esclerose múltipla) ou do SNP (Doenças desmielinizantes monofásicas - Neurite 

Ótica). São doenças desencadeadas por reações autoimunes, resultando na 

desmielinização da parte afetada impedindo que a mensagem do cérebro chegue a 

outras partes do corpo. A mais comum delas, é a esclerose múltipla, é 

patologicamente e patogeneticamente heterogênea. Encontra-se dividida de acordo 

com suas características clínicas e patológicas em quatro subtipos principais 

(clássica, aguda, neuromielite ótica e esclerose concêntrica). Pode apresentar ainda 

outras subdivisões patológicas diferenciadas, afetando tanto as células formadoras de 

mielina quanto os próprios neurônios (LOVE, 2006).  

 O segundo grupo sãoas encefalomielite disseminada aguda (EAD), é uma 

doença desmielinizante, cujo curso habitual é monofásico e a sua evolução é 

favorável. É uma doença inflamatória e difusa do SNC, geralmente ocorre após 

infecção ou vacinação. Seus sintomas aparecem entre 2 a 30 dias após a infecção 

viral ou bacteriana. As crianças do sexo masculino são as mais atingidas e o 

tratamento visa desacelerar a resposta inflamatória através de corticoterapia 

endovenosa (LEAKE et al., 2004; MARTIN et al., 1985). 

 O terceiro grupo são as leucoencefalite Aguda Hemorrágica (AHL), é uma 

doença rara, geralmente fatal, acredita-se que possa ser uma variante hiperaguda de 

EAD. Como EAD, AHL pode ser precedida por infecção viral. Outras associações 

podem estar presentes, mas são raros os casos, que incluem colite ulcerativa, doença 

de Crohn e septicemia. As manifestações clínicas mais evidentes são a pirexia, dor de 

cabeça, vômitos, déficit neurológicos multifocal e convulsões, evoluindo dentro de 2 

ou 3 dias por meio de sonolência, coma e morte (LEAKE et al., 2002).  
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1.5 b - Desmielinização hipóxico-isquêmica 

 

 Uma redução significativa do fluxo sanguíneo na área isquêmica central 

causa alterações nos processos metabólicos, no suprimento energético da célula e na 

homeostase iônica, que gera perda da integridade celular, por necrose e apoptose em 

poucos minutos (LIPTON, 1999; SACCCO, 2002; MERGENTHALER; DIRNAGL; 

MEISEL, 2004). Este fenômeno é conhecido como degeneração secundária, é 

definida como um grupo de eventos destrutivos que podem afetar células que não 

foram ou que foram apenas marginalmente afetadas pela lesão inicial (TATOR; 

FEHLINGS, 1991; MCDONALD; SADOWSKY, 2002). A hipóxia cerebral global 

podeapresentar diversas causas como: parada cardíaca, asfixia ou depressão da 

função cardiorrespiratória por overdose de drogas, nesses casos provocam uma 

leucoencefalopatia, com preservação relativa da substância cinzenta (GINSBERG et 

al., 1976). A lesão tecidual é predominantemente necrótica, mas também se observa 

algumas áreas de desmielinização. A extensão das áreas desmielinizadas depende da 

intensidade e duração da exposição. Normalmente há áreas preservadas e áreas 

rarefeitas com células glióticas, devido a uma mistura de degeneração axonal e 

desmielinização (LOVE et al., 2006). No entanto, sabe-se que excitotoxicidade e 

disfunção iônica, estresse oxidativo, resposta inflamatória e apoptose são eventos 

cruciais neste importante fenômeno patológico (PERRY et al., 1995; CHOI, 1998 e 

2000; VILA, 2003).  

 

1.5 c - Desmielinização induzidas por compressão 

 Isso raramente é encontrado em neuropatologia de diagnóstico de rotina. O 

melhor exemplo documentado de compressão induzida por desmielinização, 

responsável por muitos casos de neuralgia trigeminal, que é a compressão do nervo 

trigêmeo e de sua raiz por uma artéria ou veia sobrejacente, perto da zona de entrada 

da raiz nervosa. Isto produz uma região focal de desmielinização não inflamatória, 

cerca de até 2 mm de diâmetro, na parte proximal da raiz nervosa (SNC), onde a 

compressão tem ocorrido (LOVE et al., 2006). Nesses casos há grupos de fibras 

desmielinizadas justapostas, nos quais sugere que tais permitem a transmissão direta 

não sináptica de um impulso nervoso de um para outra (LOVE et al.2006) 
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Todos esses eventos no SNC provocam uma série de alterações, que podem 

ser irreversíveis, culminando em morte celular. Ainda pouco se sabe sobre a 

desmielinização na NCC, mas está presente em grande porcentagem em doenças 

inflamatórias crônicas. A maioria dos estudos de NCC relatam processos 

inflamatórios, lesão tecidual, influxo de células inflamatórias, ativação de receptores, 

dentre outros. Todas as doenças que geram alterações do SNC, seja por um processo 

inflamatório, hipóxico-isquêmico ou induzido por compressão, podem levar as 

doenças desmielinizantes pela destruição da bainha de mielina (LUCCHINETTI et 

al., 2000). 

1.6 Aspectos Gerais da Taenia crassiceps 

 As características fisiopatológicas e a cinética da resposta inflamatória são 

difíceis de serem estudadas em seres humanos portadores de NCC, por isso, os 

modelos alternativos são necessários para a melhor compreensão dos mecanismos 

patogênicos foram criados diversos modelos experimentais, entre eles o modelo de 

Taenia crassiceps, pela facilidade na manutenção e reprodutividade dos 

experimentos. 

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

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

Cestoidea e ordem Cyclophyllideae. 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). 

O ciclo de vida da T.crassiceps é mostrado na Fig. 2. As formas adultas de T. 

crassiceps, parasitamo intestino delgado de canídeos, especialmente raposas, coiotes 

e cães domésticos (AROCKER-METTINGER et al.,1992; FREEMAN, 1962; 

SHIMALOV & SHIMALO, 2003). Estes animais eliminam juntamente com as fezes, 

as proglotes grávidas contendo os ovos, no meio ambiente. Estes ovos são ingeridos 

por roedores (hospedeiros intermediários), onde liberam os embriões hexacantos (6 a 

8 mm de diâmetro), que eclodem no trato digestório e penetram pela mucosa, 

migrando por via linfática e ou sanguínea, onde se alojam em um determinado órgão 

ou cavidade. Quando alojados, se desenvolvem em larvas metacestóides ou 
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cisticerco, que tem a capacidade de se multiplicar de forma assexuada por 

brotamentos, formada a partir de sua membrana externa. Estes brotamentos são 

liberados do cisticerco inicial, cerca de quatro semanas após seu surgimento. O 

hospedeiro definitivo (canídeos) ingere as larvas metacestóides presentes no 

hospedeiro intermediário, desenvolvendo o helminto adulto 34 a 70 dias após a 

infecção. Os cisticercos durante a digestão da carne, liberam o escólex sob ação da 

bile, sendo capazes de se fixar no intestino delgado. Em hospedeiros intermediários e 

acidentais (paratênicos) não foi relatada a cura espontânea (FREEMAN, 1962; 

MAILLARD et al., 1998). 

 

Ciclo Biológico de T. crassiceps 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.Ciclo Biológico de Taenia crassicepss. 

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. 

 

 Pode ainda ocorrer a cisticercose causada por T. crassiceps em humanos de 

forma acidental, atuando assim como hospedeiro paratênico deste parasito. A 

cisticercose humana por T. crassiceps ocorre principalmente em indivíduos 

imunodeprimidos como indivíduos portadores de HIV (FRANCOIS et al.1998) ou 

com neoplasias como o linfoma (HELDWEIN et al., 2006). No entanto, indivíduos 

imunocompetentes também podem desenvolver cisticercose por 
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T.crassiceps(AROCKER et al. 1992). Existem outros casos descritos na literatura de 

cisticercose no sistema nervoso central e no subcutâneo em animais domésticos 

como cães e gatos ressaltando a importância destes na transmissão e incidência da 

cisticercose humana por T. crassiceps (WUNSCHMANN et al., 2003). 

 

1.7  Modelo experimental de NCC 

Devido à necessidade de se estudar a NCC, viu-se no interesse em buscar fontes 

alternativas de antígenos, com intuito de auxiliar as pesquisas e oferecer informações 

plausíveis, para descobrir e auxiliar em novas tecnologias no tratamento da NCC.  

Um dos primeiros estudos do antígeno alternativo de T. crassiceps, foi 

realizado na Alemanha e publicado em 1989. Neste estudo, utilizou-se a purificação 

do fluido vesicular de T. crassiceps, por cromatografia de afinidade, utilizando soro 

de coelho imunizado com T. solium. A fração purificada apresentou nove antígenos 

de reatividade cruzada com T. solium. Essa semelhança antigênica entre o cisticerco 

de T. solium e a cepa (ORF-do inglês Original Fox) utilizada pelo grupo do nosso 

laboratório, vem oferecendo várias vantagens. Além das similaridades antigênicas, 

também possui boa reprodutividade, facilidades de manutenção em laboratório, 

estimulando o seu uso em pesquisas científicas, principalmente aquelas relacionadas 

com as áreas bioquímicas, imunológicas e na patologia (VAZ et al., 1997). A 

cisticercose possui como modelo experimental, a infecção em camundongos com 

cisticercos de Taenia crassiceps, o que induz uma enfermidade semelhante à 

cisticercose humana, incluindo a possibilidade de reproduzir a NCC, forma grave da 

doença (CARDONA & TEALE, 2002).  

Atualmente existem quatro tipos diferentes de modelo experimentais para NCC. 

O primeiro foi desenvolvido nos EUA, onde utilizaram camundongos BALB/c 

fêmeas inoculadas com Mesocestoides corti (CARDONA et al., 

1999).Posteriormente no Brasil, pesquisadores, utilizaram cisticercos de T. 

crassiceps em camundongos da linhagem BALB/c e C57BL/6 (MATOS-SILVA et 

al., 2012). Mais recentemente no Peru, desenvolveram um modelo em ratos 

inoculados com cistos de T. solium (VERASTEGUI et al., 2015)e no México 

inocularam cistos (oncosferas) de T. solium em suínos jovens (FLEURY et al., 

2015). 
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A partir do trabalho inicial realizado por Cardona e colaboradores, alguns estudos 

foram desenvolvidos nesta área, como o papel dos linfócitos T gama-delta 

(CARDONA et al., 1999, 2002, 2003), expressão e distribuição de receptores Toll-

like (MISHRA et al., 2006), migração de leucócitos para o sistema nervoso central 

(SNC) (ALVARES et al., 2006, 2007, 2008), estudo das proteínas do complexo 

juncional (ALVARES et al., 2007) e estratégias de evasão imune do parasito 

(ALVARES et al., 2008).  

No modelo de infecção clássico encontrado na literatura, utiliza-se a injeção de 

cerca de 10 cisticercos de T. crassiceps na fase inicial (fase viável), na cavidade 

peritoneal, onde os parasitos normalmente se desenvolvem em camundongos 

BALB/c fêmeas, mas são controlados com aproximadamente 30 dias em C57BL/6 

(FRAGOSO et al., 1998). 

No modelo experimental de NCC de Matos-Silvaet al (2012), utilizou-se duas 

linhagens de camundongos, C57BL/6 e BALB/c e observaram necrose acentuada dos 

parasitos no C57BL/6 aos 90 dias após a infecção (DAI). O processo inflamatório 

inicial foi difuso nos C57BL/6 e de polimorfonucleares nos BALB/c e nas fases 

tardias, foram predominantemente de mononucleares. Os camundongos BALB/c 

apresentaram maiores lesões teciduais, devido à intensidade do infiltrado 

inflamatório, mas os C57BL/6 foram hábeis em conter o crescimento levando a 

morte do parasito. Provavelmente a forte resposta imune celular do tipo Th1, 

característica dos animais C57BL/6, tenha sido responsável pelos danos teciduais 

logo na fase inicial da infecção, que resultou na redução da proliferação dos parasitos 

desencadeando morte rápida.  

 

1.8  Imunopatologia da Cisticercose Experimental por T. crassiceps 

Todo e qualquer processo infeccioso quando se instala ativa o sistema imune, 

que visa gerar uma resposta eficiente na eliminação do agente agressor. Porém, nem 

sempre há eliminação completa desses ou de outros parasitos, desenvolvendo 

doenças. Sendo assim, a cisticercose experimental vem sendo utilizada para explorar 

a função dos fatores biológicos envolvidos na suscetibilidade do hospedeiro, como 

fatores genéticos e a condição imune, que afetam o crescimento parasitário. Além 

disso, a suscetibilidade à infecção por T. crassiceps em camundongos está associada 
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ao gênero. Estudos anteriores demonstram que camundongos fêmeas são mais 

suscetíveis à infecção pela alta concentração do hormônio estrógeno, envolvendo um 

mecanismo imune endócrino, que facilita seu crescimento em um ambiente 

permissivo (LARRALDE et al., 1995).  

Sendo assim, camundongos da linhagem BALB/c mostram-se suscetíveis à 

infecção larval com T. crassiceps, com predominância da resposta imune do tipo 

Th2, que permite o crescimento parasitário (RESTREPO et al., 2001; FRAGOSO et 

al., 1998; VILLA& KUHN et al., 1996). Ao contrário, camundongos C57BL/6 são 

conhecidos por serem geneticamente resistentes a infecção, com larvas de T. 

crassiceps, conseguem restringir a proliferação do parasito (TERRAZAS et al., 

2008).  

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 estão 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, estimulados pelos 

antígenos do parasito, inibindo a 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 Con.A e antígenos do parasito (TOENJES et al., 1999). 

Como citado anteriormente, a resistência a helmintos é dependente da 

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 da resposta 
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Th1, pois animais desprovidos do gene de STAT4, os quais não são capazes de gerar 

resposta Th1, apresentaram maior dificuldade em controlar a proliferação do 

parasito. Por outro lado, animais desprovidos do gene de STAT6, os quais não são 

capazes de gerar resposta Th2 eficiente, são mais resistentes à infecção (ALONSO-

TRUJILLO et al., 2007; RODRIGUEZ-SOSA et al., 2002; RODRIGUEZ-SOSA et 

al., 2004).  

A literatura tem relatado que, na progressão da infecção intraperitoneal com 

cisticercos de T. crassiceps, a resposta imune é polarizada para Th2, refletindo a 

habilidade deste parasito e seus antígenos na indução deste tipo de resposta 

(TERRAZAS et al., 1998). Isto provavelmente se deve pela habilidade destes 

parasitos em evadir modulando a resposta imune do hospedeiro. Para garantir sua 

sobrevida, eles empregam uma variedade de estratégias como: produtos excretados e 

secretados (E/S), liberados pelos próprios parasitos, que induzem a resposta imune 

antiparasitária, bem como alterações das funções das células imunes. A paramiosina 

presente no parasito (LACLETTE et al., 1990), inibe a via clássica do complemento, 

já a taeniaestatina inibe tanto a via clássica, como a via alternativa do complemento, 

e algumas proteases, como a tripsina. As prostaglandinas E2 (PGE2) também tem 

sido isoladas como produtos excretados e secretados de cisticercos de Taenia sp. Este 

é um mediador lipídico, que inibe a geração de citocinas Th1, diminuindo a 

inflamação (ARECHAVALETA et al., 1998; LEID et al., 1983). A superfície do 

parasito é recoberta por uma camada de polissacarídeo, que dificulta a ativação do 

sistema complemento na parede do cisto (WHITE, 2000). 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).  

Na Fig. 3 observa-se o esquema representativo da resposta imune na NCC. 

Amorte do parasito é provavelmente iniciada pela secreção de citocinas Th1, 

resultando no influxo de células inflamatórias e formação de granuloma. Este 

processo inflamatório é rápido e temporário, ativando uma série de citocinas, 

quimiocinas e de moléculas sinalizadoras, que limitam a infecção ou restringem o 

dano tecidual. No entanto, a ativação exacerbada ou a falência da imunomodulação 

dessas respostas pelas citocinas do tipo Th2 e T regulatórias (Treg), contribuem para 

estados de doença aguda, ou desordens inflamatórias crônicas (TERRAZAS et al., 

2008). É observado também, influxo de monócitos e macrófagos classicamente 
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ativados (M1). Os macrófagos, nos granulomas ativados pelo IFN-gama, são capazes 

de eliminar cisticercos, por meio da ativação da enzima fagócito–oxidase e produção 

de ROS e metabólitos dos reativos do nitrogênio como, o NO, os quais podem 

destruir o parasito (ALONSO-TRUJILLO et al., 2007). As células Th17 podem 

contribuir pelo influxo de neutrófilos como também podem associar-se a lesões 

teciduais (YAOet al., 1995). Macrófagos e linfócitos T foram encontrados 

intimamente localizados na camada fibrosa do granuloma, já os eosinófilos foram 

incomuns em granulomas murinos e humanos (TERRAZAS et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Resposta imune inata e adaptativa provocada pelos cisticercos. 

Ao entrar os cisticercos desencadeiam resposta imune inata inicial e depois resposta 

imune adaptativa pelos diferentes perfis de linfócitos T. O Th1 podelevar a 

destruição do parasito como também lesão tecidual. A resposta imune reguladora 

Th2 e T reg diminui a liberação de citocinas inflamatórias,mas podem ativar 

linfócitos B e proliferação do parasito.O Th17 responsável pelo influxo de células 

inflamatórias e lesão tecidual (TERRAZAS et al., 2008; ALONSO-TRUJILLO et 

al., 2007; RODRIGUEZ-SOSA et al., 2002). 
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2 JUSTIFICATIVA 

A utilização de modelos experimentais nesta pesquisa, tem sido essencial para 

o avanço do conhecimento de diversas doenças, bem como na avaliação de 

abordagens terapêuticas cirúrgicas e medicamentosas e no estudo da fisiopatologia 

de diversas doenças. Neste estudo utilizou-se cisticercos da cepa ORF (Original Fox) 

de T. crassiceps, por dois motivos: semelhança antigênica com os cisticercos de T. 

solium, e facilidade na manutenção e reprodutividade da NCC.  

O estudo da resposta imune e das lesões teciduais ao longo do tempo em seres 

humanos tem sido limitado pelo tratamento que pode interferir na resposta imune 

como também avaliação das lesões em pacientes vivos.  

  Será a primeira pesquisa da resposta imune in situ e sistêmica como também 

avaliações dos padrões normais de mielina na NCC intraventricular experimental 

causada por T. crassiceps.  O entendimento desses dois parâmetros que se associam 

comas manifestações clínicas podem direcionar ou implementar novas  estratégias 

que contribuam para o tratamento das disfunções neuromotoras e correlatas a 

diferentes formas de NCC. 
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3 OBJETIVOS 

Objetivo Geral: 

Avaliar as lesões teciduais e perfil de citocinas na neurocisticercose 

experimental em camundongos BALB/c fêmeas, inoculadas com cisticercos viáveis 

de T. crassiceps. 

 

Objetivos Específicos: 

1. Avaliar as lesões inflamatórias no encéfalo de camundongos da 

linhagem BALB/c, inoculados ou não com cisticercos viáveis de 

Taenia crassiceps; 

2. Avaliar a resposta imune celular in situ pelas concentrações de 

citocinas (Interferon-gama, Interleucina-4, Interleucina-10 e IL-17); 

3. Avaliar a resposta imune celular sistêmica pelas concentrações de 

citocinas (Interferon-gama, Interleucina-4, Interleucina-10 e IL-17) na 

cultura das células do baço; 

4. Avaliar o padrão de desmielinização no encéfalo de camundongos da 

linhagem BALB/c, inoculados ou não com cisticercos viáveis de 

Taenia crassiceps. 
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4 MÉTODOS 

A realização desta pesquisa obedeceu às normas estabelecidas pela Sociedade 

Brasileira de Ciências em Animais de Laboratório. Foi submetido à Comissão de 

Ética do Uso de Animais (CEUA/UFG), aprovado e protocolado pelo nº 010/11.  

A manutenção da cepa ORF de Taenia crassiceps, foi realizada, por passagens 

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

12 semanas de idade, desde 2002, de acordo com Vaz et al., (1997). Esta cepa é 

mantida no Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da 

Universidade Federal de Goiás.  

 

4.1 – Infecção 

Para a infecção experimental de NCC, utilizou-se camundongos BALB/c fêmeas 

de 8 a 12 semanas de idade (n=40). Após a remoção dos cisticercos de T. crassiceps 

provenientes de camundongos com infecção intraperitoneal de manutenção do 

parasito, os cisticercos foram lavados 2 vezes com PBS, colocados em placa de petri 

e separados de acordo com o estágio de evolução (VINAUDet al., 2007). Somente os 

cisticercos no estágio inicial (sem brotamentos com líquido translúcido e membrana 

vesicular) foram seleccionados para serem inoculados no SNC dos camundongos. O 

grupo controle foi inoculado com 10µl de solução fisiológica.  

Após a anestesia (0,01mL/g de Xilazina a 2% e Ketamina 10%), realizou-se a 

tricotomia e a anti-sepsia com álcool iodado. Uma incisão longitudinal na pele e 

tecido subcutâneo foirealizada para expor a superfície do crânio e para vizualização 

das junções ósseas e o ponto bregma utilizou-se peróxido de hidrogênio a 30%.O 

animal foi posicionado no aparelho estereotáxico, onde a torre foi posicionada na 

vertical com o ponto bregma (angulação zero). Nesta etapa anotam-se os valores dos 

paquímetros posicionados nos eixos x e y. Para localização exata do ventrículo esses 

valores serão ajustados (AP-3.0, lateral +2.0) (STRINGE et. al., 2003). Este será o 

ponto de incisão e inoculação dos cisticercos. 

A perfuração craniana foi realizada utilizando um micromotor (LB100-Beltec) e 

broca diamantada (44,5mm x 2 milímetros). A inoculação ocorreu através de uma 

seringa de 1mL - contendo 3 cisticercos em fase inicial - e uma agulha 25G adaptada 

(2mm de comprimento) permitiu o alcance dos ventrículos encefálicos. Após os 
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procedimentos cirúrgicos, as incisões foram fechadas com resina acrílica dental e 

cola instantânea. Os camundongos controles receberam 10µl de solução fisiológica 

(MATOS-SILVA et al., 2012). Foram mantidos 5 animais/gaiola (20x30cm) sob 

iluminação controlada (12/12h), temperatura de 25ºC e acesso gratuito ao 

esterilizados/acidificada água e ração esterilizada. Após a inoculação os animais 

foram observados por 5 horas no primeiro dia e diariamente até o dia da eutanásia. 

Cinco animais infectados e cinco controles foram utilizados em cada dia 

experimental - 7, 30, 60 e 90 dias após a inoculação (DAI). 

 

4.2 - Preparo do tecido para quantificação das citocinas in situ 

Após a eutanásia por deslocamento cervical os encéfalos foram removidos 

para análise histopatológica, bem como a quantificação de citocinas in situ por meio 

de ELISA e congeladas a -80ºC. Após a descongelação, os fragmentos de 100mg de 

tecido do cérebro foram homogeneizados em 1mL de solução de  extracção de 

citocinas e quimiocinas suplementado com 0,4M de NaCl, 0,05% de Tween 20, 5% 

de albumina, 0,1mM de cloreto de benzetónio, 10mM de EDTA e 20KIU (Calicreína 

Unidade de inibidor) de aprotinina. Foi utilizada a razão de 1 mg de tecido para 100 

mL de tampão. Após a maceração a amostra foi centrifugada a 10000xg, 10 min, 

4°C. O sobrenadante foi removido para a detecção de citocinas. 

 

4.3 -Análises histopatológicas para avaliação da lesão tecidual in situ 

Os encéfalos foram removidos e fixados em formaldeído a 10% tamponados 

por 24 horas, transferidos para etanol a 70% para inclusão em parafina e confecção 

do bloco, secção de 5µm foi corada com hematoxilina e eosina (HE). 

A presença de cisticercos, ventriculomegalia e inflamação foram analisadas 

microscopicamente no tecido do hospedeiro em 7, 30, 60 e 90 dias após a inoculação 

(DAI) (LINO Jr et al., 2002). A ventriculomegalia foi analisada de forma semi-

quantitativa - ausência (escore 0), discreto (escore 1), moderada (escore 2) e 

acentuado (escore 3) - Comparação entre o ventrículo infectado e sua não-infectados 

contralateral do mesmo animal (SHOOK et al. 2014). 

Os processos patológicos gerais foram analisados no tecido do hospedeiro, 

aos 7, 30, 60 e 90 dias após a infecção (DAI) observando: ventriculomegalia, 

infiltrado inflamatório de células polimorfonucleares, mononucleares, macrófagos 
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espumosos, meningite, ependimite, microgliose e lesões nas células granulares 

(células que compõe hipocampo). Os processos patológicos descritos foram 

classificados de forma semiquantitativa, seguindo os seguintes critérios: ausente, 

discreto com comprometimento de até 25% da área, moderado de 26 a 50% e 

acentuado acima de 50% de comprometimento (LINO-Jr, 2002).  

4.4 - Análise da desmielinização  

De acordo com as alterações observadas nas lâminas coradas pelo HE, 

realizaram-se colorações especiais em todas as lâminas do grupo infectado e 

controle. 

Para avaliação de desmielinização, as lâminas foram coradas pela técnica de 

Luxol Fast Blue, segundo protocolo da Mercer University School of Medicine, 

disponível em http://www.medlib.med.utah.edu/WebPath/webpath.html. 

Para verificação das áreas de desorganização ou lesão axonal, em regiões com 

desmielinização, foi realizada coloração de Nissl, segundo protocolo da Faculdade de 

Medicina da Universidade Estadual de Campinas, disponível em 

http://anatpat.unicamp.br/tecnicashistologicas.html. 

A desmielinização foi avaliada qualitativa e semi-quantitativamente, a partir 

dos seguintes critérios: 

- Localização: Periventricular ou parenquimatosa. 

- Intensidade (apenas desmielinização periventricular): ausente, discreta 

(focos de desmielinização), moderada (áreas de desmielinização perfazendo até 50% 

de região periventricular) e acentuada (áreas de desmielinização perfazendo mais de 

50% de região periventricular). 

- Distribuição (apenas parenquimatosa): Focal ou difusa. 

 A desorganizção axonal foi avaliada de acordo com disposição das fibras 

(lamelar ou iradiada) 

 

4.5 -Culturas das células do baço  

Após a eutanásia o baço dos animais foram removidos e transferidos para 

placas de Petri com 2mL de PBS. O órgão foi macerado e as células em suspensão 

http://www.medlib.med.utah.edu/WebPath/webpath.html
http://anatpat.unicamp.br/tecnicashistologicas.html
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foram lavadas duas vezes por centrifugação (300xg, 10min, 10°C). As células 

obtidas foram incubadas com tampão de lise a 37°C, 5 min. Depois o meio de cultura 

RPMI suplementado com 10% de soro de bovino fetal foi adicionado para bloqueara 

reação. As células foram novamente lavadas duas vezes com meio de cultura RPMI e 

ressuspendidas. Uma diluição 1/10 azul Tripan foi realizada para permitir a 

quantificação e análise da viabilidade celular por meio de uma câmara de Newbauer. 

A concentração das células foram ajustada para 5x10
6
 células/ml em meio de cultura 

de RPMI completo suplementado com soro bovino fetal, 200mM de L-glutamina, 

100U/mL de penicilina, de 100mg/mL de estreptomicina e 50mM de 2- 

mercaptoetanol. Um mililitro da suspensão de células do baço foram adicionados a 

cada poço da placa de 24 poços (Corning-EUA), incubadas com 5µg/ml de 

concanavalina-A, 36ºC em 5% de CO2 durante 48 horas. Após este período, o 

sobrenadante foi recolhido e utilizado para a quantificação de IFN-gama, IL-10, IL-4 

e IL-17 por meio de ensaio imunoenzimático (ELISA). 

 

4.6 -Ensaios Imunoenzimático (ELISA) 

A IL-4, IL-17, IFN-gama e IL-10 foram quantificadas por meio de citocinas 

através do ELISA sanduíche de acordo com as instruções do fabricante (BD OptEIA 

™). O anticorpo monoclonal de captura, anti-camundongo IL-4 (Lote: 26389), anti-

camundongo IL-10 (Lote: 20169) Set BD OptEIA™ (BD Biosciences, San Diego, 

CA), anti-camundongo IL-17A (Lote: B167940) ELISA MAX
TM

 (BioLegend) e 

IFN-gama (5μg/mL do clone XMG 1,2) foram usadas. Estes anticorpos foram 

fixados em placa de 96 poços e incubados de acordo com as instruções do fabricante. 

Após este período, as placas foram lavadas com tampão de lavagem e bloqueadas 

com tampão PBS/soro bovino albumina 1% (BSA). Depois de um ciclo de lavagem, 

as amostras e diluições em série das curvas padrões foram adicionadas e incubadas 

de acordo com as instruções. Foram adicionados os anticorpos anti-citocinas 

conjugados com biotina e incubados novamente. Depois de um ciclo de lavagem, a 

estreptoavidina-peroxidase (1: 1000) (BD Pharmingen, EUA) foi adicionado durante 

um período de 30 minutos à temperatura ambiente. Após outro ciclo de lavagem da 

TMB (3,3', 5,5'-Tetrametilbenzidina) foi adicionado até a formação de cor. A reação 

colorimétrica foi interrompida com uma solução de ácido sulfúrico 2N. A densidade 

ótica (OD) foi detectada num leitor de microplacas Thermo Labsystems usando dois 

filtros de 450nm e na 620nm (OLIVEIRA et al., 2000). 
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As concentrações de citocinas foram determinadas através de uma análise de 

regressão comparando a absorbância das amostras com os da curva padrão. Os 

resultados foram expressos em ng/ml. 

 

4.7 - Análises estatísticas 

Para a análise estatística das dosagens de citocinas foi elaborado um banco de 

dados eletrônico. Em seguida, as variáveis foram testadas utilizando o programa 

Graph Pad 4.0 softwares (GraphPad Inc., USA).As diferenças entre os grupos foram 

determinadas pelo teste two-way ANOVA, seguido por um pós-teste Bonferroni. 

Foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05. 

A análise estatística dos processos patológicos gerais foi realizada por meio do 

programa Sigma Stat 2.3. Todas as variáveis foram testadas quanto à distribuição 

normal e variância homogênea. Quando a distribuição fosse considerada normal e 

variância homogênea foiutilizada testes paramétricos ANOVA. Em casos em que a 

distribuição não foinormal ou que a variância não fosse homogênea foram utilizados 

testes não paramétricosMann Whitney.  

As proporções e as correlações também foram avaliadas. As diferenças 

observadas foram consideradas significantes quando p<0,05.  
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Resumo 

A neurocisticercose (NCC) é considerada uma infecção parasitária 

negligenciada do sistema nervoso central humano. Esta patogênese é devido a 

resposta imune do hospedeiro, estágio de evolução e localização do parasito. O 

objetivo deste estudo foi avaliar a resposta imune in situ e sistêmica através de 

dosagem de citocinas (IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-gama), bem como a resposta 

inflamatória local na NCC experimental por T. crassiceps. A resposta imune celular 

e inflamatória in situ e sistêmica foram avaliados através da quantificação das 

citocinas aos 7, 30, 60 e 90 dias após a inoculação e análise histopatológica. Todos 

os cisticercos foram encontrados dentro dos ventrículos cerebrais. Houve uma 

discreta intensidade de células inflamatórias do perfil imune misto de 

polimorfonucleares e mononucleares, no início da infecção e com predominância de 

células mononucleares no final. Na resposta imune sistêmica mostrou um aumento 

significativo de todas as citocinas analisadas e predominância das citocinas do perfil 

imune Th2 no final da infecção.Estes resultados indicam que as localizações dos 

cisticercos podem levar a ventriculomegalia. A fase aguda da infecção mostrou um 

perfil imune misto de Th1/Th17 acompanhado por níveis elevados de IL-10, 

enquanto na fase tardia observou perfil imune Th2. 

Palavras-chave: Neurocisticercose; perfil imune; citocinas; inflamação; Taenia 

crassiceps 
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Introdução 

A Neurocisticercose (NCC) é uma infecção do sistema nervoso central (SNC), 

causado pela forma larval da Taenia solium. O SNC é a localização mais frequente e 

grave deste parasito e a NCC é a infecção parasitária mais comum neste local 

(FLISSER, 1991; GARCIA &DEL BRUTTO, 2005). A incidência da NCC está 

aumentando em países desenvolvidos pela imigração de pessoas em áreas endêmicas 

e devido ao baixo nível socioeconômico dos imigrantes. Esta perspectiva mostra a 

NCC como uma doença emergente em países como EUA (FLISSER et al., 2003, 

DEL BRUTTO & GARCIA, 2012; DEL BRUTTO 2014). A NCC é endêmica na 

América Latina, África Subsaariana, Índia, China e sul da Ásia (GARCIA et al. 

2014a). No Brasil a incidência da NCC varia de 1,5% em autópsias para 3% em 

estudos clínicos (TAKAYANAGUI et al 1996; AGAPEJEV 2003). 

A NCC é uma doença pleomórfica sem predileções para com sexo, raça ou idade. 

Suas manifestações clínicas dependem de vários fatores, como o tipo morfológico, 

número, localização e estágio de evolução do parasito, bem como as reações 

imunopatológicas in situ e sistêmica do hospedeiro (SOTELO &MARIN 1987;. 

TAKAYANAGUI 1990, CARABIN et al., 2011, GARCIA et al., 2014A). Estas 

multiplicidades de fatores conduzem a diversos sinais e sintomas neurológicos, 

incluindo síndromes neurológicas que variam desde a infecção assintomática à morte 

súbita. A síndrome neurológica é influenciada pela localização dos cisticercos, que 

podem estar parenquimal, meningeal, medular, cerebelar e intraventricular 

(MATUSHITA et al., 2011). 

A resposta imune na NCC humana varia desde a ausência completa 

(assintomática) para uma grave reação inflamatória (sintomática) (DEL BRUTTO et 

al., 2005). Na maioria dos casos, os parasitos viáveis apresentam pequena inflamação 

em seu redor que resulta nos casos assintomáticos de NCC. No entanto, a maioria 

dos casos sintomáticos é caracterizada por uma resposta inflamatória intensa no 

tecido hospedeiro (CARDONA et al., 2003). A resposta inflamatória pode levar à 

destruição do parasito e é responsável pelos seus efeitos patológicos, bem como pela 

sua atividade epileptogênica (NASH et al., 2004;. RATHORE 

&RADHAKRISHNAN, 2012). 

A localização dos cisticercos intraventricular e nas meninges são menos 

frequentes do que a localização no parênquima. No entanto, as manifestações clínicas 

da cisticercose extra-parenquimatosa são mais agressivas e acontece em cerca de 15a 
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54% dos pacientes sintomáticos (APUZZO et al., 1984;. Zee et al., 1993, KHADE et 

al., 2013). O parasito chega aos ventrículos por meio do plexo coróide ocluíndo o 

fluxo do fluido cerebroespinhal de forna contínua ou intermitente levando a uma 

hidrocefalia obstrutiva (APUZZO et al., 1984, KHADE et al., 2013). Sua 

consequência pode ser morte súbita devido à compressão focal resultando em efeito 

de massa e distensão do ventrículo. Além da hidrocefalia, pode também observar 

ependimite, aracnoidite basal e edema periventricular, que pode exigir a drenagem do 

líquido cefalorraquidiano seguido de ressecção dos cisticercos (KELESIDIS e 

TSIODRAS 2012; GARCIA et al.,  2014a). A ventriculite é uma das complicações 

da NCC nos quais requer o implante de shunt que eleva as taxas de mortalidade do 

paciente (COLLI et al., 1986;. CUETTER &ANDREWS, 2002; GARCIA et al., 

2014a).  

Para promover melhor compreensão dos fatores envolvidos na patogênese da 

NCC, dois modelos experimentais foram desenvolvidos, um usando Mesocestoides 

Corti e outro com Taenia crassiceps (CARDONA et al., 1999;. MATOS-SILVA et 

al., 2012).. De acordo com estes modelos, baixas quantidades de parasitosinduzem 

uma resposta imune Th1 inicial, que é capaz de eliminar a infecção (ALVAREZ et 

al., 2010; FREITAS et al., 2012.). Uma das principais células responsáveis por esta 

resposta inflamatória são os linfócitos Tγδ (gama-delta) provenientes do perfil Th1, 

que desempenham um papel importante no desenvolvimento da neuropatologia e da 

gravidade do NCC (CARDONA et al., 1999;. RESTREPO et al., 2001b). Nos 

estágios tardios da doença estas células podem conduzir a uma alteração do perfil de 

macrófagos locais, induzindo a formação de macrófagos alternativamente ativados - 

AAMØ (M2). Estes últimos, por sua vez, apresentam atividade supressiva e são 

considerados responsáveis pela immunoregulação da resposta inflamatória 

(TERRAZAS 2008, FREITAS et al., 2012). Estes resultados suportam a hipótese de 

que os parasitos durante a fase inicial da infecção mantém um equilíbrio com a 

resposta imune do hospedeiro que é perdida pela mudança da resposta imunitária 

para Th2 (REYES et al., 2009). 

       A patogênese da NCC é limitada pela progressão crônica da doença e também 

pela influência do tratamento e da resposta imune do hospedeiro complexo. Por 

conseguinte, o objetivo deste estudo foi elucidar a resposta imune in situ e sistêmica 

através da quantificação de citocinas (IL-4, IL-10, IL-17 e interferão-gama), bem 
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como a resposta inflamatória local ao longo dos 90 dias da NCC experimental 

modelo com T. crassiceps. 

 

2 - Métodos 

2.1- Manutenções dos parasitos 

A realização deste projeto obedeceu às normas estabelecidas pela Sociedade 

Brasileira de Ciências em Animais de Laboratório. Foi submetido à Comissão de 

Ética do Uso de Animais (CEUA/UFG), aprovado e protocolado pelo nº 010/11.  

A manutenção da cepa ORF de Taenia crassiceps, foi realizada, por passagens 

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

12 semanas de idade, desde 2002, de acordo com Vaz et al. (1997). Esta cepa é 

mantida no Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da 

Universidade Federal de Goiás.  

 

2.2 – Infecção 

Para a infecção experimental de NCC, utilizou-se camundongos BALB/c fêmeas 

de 8 a 12 semanas de idade (n=40). Após a remoção dos cisticercos de T. crassiceps 

provenientes de camundongos com infecção intraperitoneal de manutenção do 

parasito, os cisticercos foram lavados duas vezes com PBS, colocados em placa de 

petri e separados de acordo com o estágio de evolução (VINAUDet al., 2007). 

Somente os cisticercos no estágio inicial (sem botamentos com líquido translúcido e 

membrana vesicular) foram seleccionados para serem inoculados no SNC dos 

camundongos. O grupo controle foi inoculado com 10µl de solução fisiológica. Após 

a anestesia (0,01ml/g de Xilazina a 2% e Ketamina 10%), realizou-se a tricotomia e a 

anti-sepsia com álcool iodado. Uma incisão longitudinal na pele e tecido subcutâneo 

foirealizada para expor a superfície do crânio e para vizualização das junções ósseas 

e o ponto bregma utilizou-se peróxido de hidrogênio a 30%.O animal foi posicionado 

no aparelho estereotáxico, onde a torre foi posicionada na vertical com o ponto 

bregma (angulação zero). Nesta etapa anotam-se os valores dos paquímetros 

posicionados nos eixos x e y. Para localização exata do ventrículo esses valores serão 

ajustados (AP-3.0, lateral +2.0) (STRINGE et. al., 2003). Este será o ponto de 

incisão e inoculação dos cisticercos. 

A perfuração craniana foi realizada utilizando um micromotor (LB100-Beltec) e 

broca diamantada (44,5mm x 2 milímetros). A inoculação ocorreu através de uma 
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seringa de 1mL - contendo 3 cisticercos em fase inicial - e uma agulha 25G adaptada 

(2mm de comprimento) no qual foi hábil em alcançar os ventrículos encefálicos. 

Após os procedimentos cirúrgicos, as incisões foram fechadas com resina acrílica 

dental e cola instantânea. Os camundongos controles receberam 10 µl de solução 

fisiológica (MATOS-SILVA et al. 2012). Foram mantidos 5 animais/gaiola 

(20x30cm) sob iluminação controlada (12/12h), temperatura de 25ºC e acesso 

gratuito ao esterilizados/acidificada água e ração esterilizada. Após a inoculação os 

animais foram observados em períodos de uma hora durante o primeiro dia e 

diariamente depois até ao dia da eutanásia. Cinco animais infectados e cinco 

controles foram utilizados em cada dia experimental - 7, 30, 60 e 90 dias após a 

inoculação (DAI). 

 

2.3 -Remoção dos encéfalos 

Após a eutanásia por deslocamento cervical e o encéfalos foram removidos para 

análise histopatológica, bem como a quantificação de citocinas in situ por meio da 

técnica de ELISA. 

 

2.4 –Quantificação das citocinas in situ 

Após a remoção dos encéfalos estes foram congeladas a -80ºC. Após a 

descongelação, os fragmentos de 100mg de tecido do cérebro foram homogeneizados 

em 1mL de solução de  extracção de citocinas e quimiocinas suplementado com 0,4 

M de NaCl, 0,05% de Tween 20, 5% de albumina, 0,1mM de cloreto de benzetónio, 

10mM de EDTA e 20 KIU (Calicreína Unidade de inibidor) de aprotinina. Foi 

utilizada a razão de 1mg de tecido para 100mL de tampão. Após a maceração a 

amostra foi centrifugada a 10000xg, 10min, 4°C. O sobrenadante foi removido para a 

detecção de citocinas. 

 

2.5 - Análises histopatológicas para avaliação de lesão tecidual in situ 

Os encéfalos foram removidos e fixados em formaldeído a 10% tamponado por 24 

horas, transferido para etanol a 70% para inclusão em parafina e confecção do bloco, 

secção de 5µmfoicorada com hematoxilina e eosina (HE). 

     A presença dos cisticercos, ventriculomegalia e inflamação foram analisadas 

microscopicamente no tecido do hospedeiro em 7, 30, 60 e 90 dias após a inoculação 

(DAI) (LINO Jr et al., 2002).  
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A ventriculomegalia foi analisada de forma semi-quantitativa - ausência (escore 0), 

discreto (escore 1), moderada (escore 2) e acentuado (escore 3) - Comparação entre o 

ventrículo infectado e o contralateral não-infectado do mesmo animal (SHOOKet al., 

2014). 

 

2.6 -Culturas das células do baço  

Após a eutanásia o baço dos animais foi removido e transferido para placas de 

Petri com 2mL de PBS. O órgão foi macerado e as células em suspensão foram 

lavadas duas vezes por centrifugação (300xg, 10min, 10°C). As células obtidas 

foram incubadas com tampão de lise a 37°C, 5min. Depois o meio de cultura RPMI 

suplementado com 10% de soro de bovino fetal foi adicionado para bloqueara 

reação. As células foram novamente lavadas duas vezes com meio de cultura RPMI e 

ressuspendidas. Uma diluição 1/10 com azul Tripan foi realizada para permitir a 

quantificação e análise da viabilidade celular por meio de uma câmara de Newbauer. 

A concentração das células foi ajustada para 5x10
6
 células/ml em meio de cultura de 

RPMI completo suplementado com soro bovino fetal, 200mM de L-glutamina, 100 

U/mL de penicilina, de 100mg/mL de estreptomicina e 50mM de 2- mercaptoetanol. 

Um mililitro da suspensão de células do baço foi adicionado a cada poço da placa de 

24 poços (Corning-EUA), incubadas com 5µg/mLde concanavalina-A, 36ºC em 5% 

de CO2 durante 48 horas. Após este período, o sobrenadante foi coletado e utilizado 

para a quantificação de IFN-gama, IL-10, IL-4 e IL-17 por meio de ensaio 

imunoenzimático (ELISA). 

 

2.7 -Ensaios Imunoenzimático (ELISA) 

A IL-4, IL-17, IFN-gama e IL-10 foram quantificadas por meio de citocinas 

através do ELISA sanduíche de acordo com as instruções do fabricante (BD OptEIA 

™). O anticorpo monoclonal de captura, anti-camundongo IL-4 (Lote: 26389), anti-

camundongo IL-10 (Lote: 20169) Set BD OptEIA™ (BD Biosciences, San Diego, 

CA), anti-camundongo IL-17A (Lote: B167940) ELISA MAX
TM

 (BioLegend) e 

IFN-gama (5μg/mL do clone XMG 1,2) foram usadas. Estes anticorpos foram 

fixados em placa de 96 poços e incubados de acordo com as instruções do fabricante. 

Após este período, as placas foram lavadas com tampão de lavagem e bloqueadas 

com tampão PBS/soro bovino albumina 1% (BSA). Depois de um ciclo de lavagem, 

as amostras e diluições em série das curvas padrões foram adicionadas e incubadas 
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de acordo com as instruções. Foram adicionados os anticorpos anti-citocinas 

conjugados com biotina e incubados novamente. Depois de um ciclo de lavagem, a 

estreptoavidina-peroxidase (1: 1000) (BD Pharmingen, EUA) foi adicionado durante 

um período de 30 minutos à temperatura ambiente. Após outro ciclo de lavagem da 

TMB (3,3', 5,5'-Tetrametilbenzidina) foi adicionado até a formação de cor. A reação 

colorimétrica foi interrompida com uma solução de ácido sulfúrico 2N. A densidade 

ótica (OD) foi detectada num leitor de microplacas Thermo Labsystems usando dois 

filtros de 450nm e na 620nm (OLIVEIRA et al., 2000). 

As concentrações de citocinas foram determinadas através de uma análise de 

regressão comparando a absorbância das amostras com os da curva padrão. Os 

resultados foram expressos em ng/ml. 

 

 

2.8 – Análises Estatísticas 

Os resultados dos parâmetros analisados para cada grupo foram determinados 

pelo teste ANOVA, seguido pelo post-test Bonferrone. As diferenças foram 

consideradas significativas quando o p<0.05.  

3. - Resultados 

3.1 – Descrição e quantificação das citocinas in situ 

 

Os encéfalos dos camundongos foram removidos e os cisticercos na fase inicial (sem 

brotamentos com líquido translúcido e membrana vesicular) foram encontrados em 

100% dos ventrículos no grupo dos infectados. Na fase inicial da infecção (7 DAI), 

foi possível observar o influxo de células inflamatórias compostas tanto por células 

polimorfonucleares e por células mononucleares no local da inoculação, enquanto 

nos ventrículos não havia nenhuma inflamação. Em 30 DAI, foi possível observar a 

infiltração de células inflamatórias mononucleares e polimorfonucleares. Aos 60 

DAI havia células polimorfonucleares, mas compredominância de células 

mononucleares no infiltrado inflamatório. Aos 90 DAI, houve predomínio de células 

mononucleares no infiltrado inflamatório. Além disso, os cisticercos encontrados 

foram classificados como estágio inicial (sem brotamentos com líquido translúcido e 



37 

 

membrana vesicular) e fase larval (apresentando brotamentos com líquido 

translúcido e membrana vesicular), sem sinais de degeneração (Figura 1).  

O grupo controle, que recebeu a inoculação de PBS, não mostrou 

ventriculomegalia. A média da análise semiquantitativas da ventriculomegalia nos 

grupos infectados foi de 30 DAI (2,4 ± 0,9), 60 DAI (1,2 ± 1,3) e 90 DAI (2,0 ± 0,7). 

Aos 7 DAI o trauma causado pela cirurgia da inoculação dos parasitos não permitiu a 

observação de ventriculomegalia. 

A resposta imune in situ foi avaliada através da quantificação dos níveis de 

citocinas no tecido cerebral durante os dias experimentais (Figura 2). A resposta 

imune do tipo Th2 foi quantificada através dos níveis de IL-4 ao longo dos dias 

experimentais (Figura 2A) que mostraram um aumento gradativo durante o 

experimento (p> 0,05). 

Para avaliar a resposta imune reguladora os níveis de IL-10 foram 

quantificados (Figura 2B), nos quais as concentrações foram mais elevadas nas fases 

iniciais da infecção (p> 0,05).  

A resposta imune do tipo Th1 foi avaliada através da quantificação de IFN-

gama (Figura 2C), que foi mais elevada nas fases iniciais da infecção reduzindo seus 

níveis na fase tardia da infecção (p> 0,05).  

A resposta imune Th17 foi quantificado através dos níveis de IL-17 (Figura 

2D) não apresentanso diferenças estatísticas ao longo dos dias experimentais (p> 

0,05) 

 

3.2 – Quantificações das citocinas sistêmica 

 

Para avaliar a resposta imune sistêmica dos níveis de citocinas foram 

quantificadas em culturas de células de baço durante a infecção experimental (Figura 

3). 

Foi possível observar aumento gradativo nos níveis de IL-4 no grupo infectado, 

quando comparado ao grupo controle. A partir de 30 DAI (0,067 ± 0.10ng/ml) até no 

fim da infecção experimental havia uma diferença significativa nos níveis de 

citocinas que apresentaram mais elevados (0,17 ± 0,01ng/ml) aos 90 DAI (p <0,05) 

(Figura 3A). Não foi possível detectar a presença de IL-4 no grupo controle ao longo 

do período experimental. O perfil imune regulatório foi determinado através da 

quantificação dos níveis de IL-10. Nos grupos infectados aos 7 e 30 DAI os níveis de 
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IL-10 foram de 0,72 ± 0.24ng/ml e 0,87 ± 0.13ng/ml, respectivamente. Estes 

resultados foram estatisticamente maiores em relação ao grupo controle (p <0,05) 

(Figura 3B). Os níveis de IL-10 continuaramelevados aos 60 e 90 DAI, apesar de não 

apresentar significância estatística entre os grupos analisados (p> 0,05).  

Foi possível detectar IFN-gama ao longo de todos os dias experimentais com 

níveis variando de 5,78 ± 0.91ng/ml para 7,02 ± 1.52ng/ml (Figura 3C). Só aos 30 

DAI, foi observada diferença significativa quando comparado aos grupos controles 

(p <0,05).  

Os níveis de IL-17 apresentaram um comportamento semelhante ao 

observado nos níveis de IFN-gama. Foramdetectados ao longo da infecção, níveis 

variando entre 0,71 ± 0.39ng/ml para 1,34 ± 0.45ng/ml (Figura 3D). Também foi 

significativamente maior do que os níveis encontrados do grupo controle aos 30 

DEEM (p <0,05).  

Os camundongos não apresentaram alterações comportamentais durante os 

dias experimentais. 
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Fig 1: Fotomicrografia dos ventrículos encefálicos de camundongos BALB/c 

infectados com Taenia crassiceps, corados por HE. (A) Ausência de inflamação nos 

animais inoculados aos 7 DAI, (*) plexo coróide; (B) cisticercos fase inicial (seta)  

(membrana vesicular sem brotamentos e fluido translúcido) no ventrículo lateral e 

ependimite discreta (cabeça de seta) em 30 de DAI; (C) cisticercos fase inicial (seta) 

no ventrículo lateral e gliose discreta (†) aos 60 DAI; (D) cisticercos fase inicial 

(seta) e ependimite discreta (cabeça de seta) a 90 DAI. Barra de escala - 100µm. 
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Figura 2: Quantificações de citocinas in situ em camundongos BALB/c 

infectados ou não com Taenia crassiceps. (A) Níveis de IL-4 em diferentes dias 

experimentais; (B) Níveis de IL-10 em diferentes dias experimentais; (C) Níveis 

de IFN-gama em diferentes dias experimentais; (D) Níveis de IL-17 em 

diferentes dias experimentais IL-17. Resultados em média ± desvio padrão dos 

níveis de citocinas em cada ponto. A análise estatística realizada por meio de 

análise de variância seguida do teste post-Bonferrone. (n=5 animais em 

experimentos independentes comparados ao controle). Controle (CT) e Infectado 

(INF). 
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Figura 3: Análise sistêmica das citocinas a partir das células do baço de 

camundongos BALB/c infectados ou não. (A) Níveis aumentados de IL-4 ao longo 

da infecção; (B) Altos níveis de IL-10 na fase inicial da infecção; (C) Níveis de IFN-

gama com diferença estatística aos 30 DAI; (D) Níveis de IL-17, com diferença 

estatística aos 30 DAI; Resultados em média ± desvio-padrão em cada ponto. * p 

<0,05 (ANOVA seguido por teste post Bonferrone). (N = 5 animais em experiências 

independentes comparados ao controle). Controle (CT) e Infectado (INF). 

 

Discussão 

  Este é o primeiro relato da resposta imune in situ e sistêmica da 

neurocisticercose experimental causada por T. crassiceps. Neste estudo, 100% dos 

cisticercos se apresentavam intraventricularmente. Esta localização da cisticercose é 

uma causa frequente de hipertensão intracraniana, devido a uma obstrução do fluido 

cerebroespinal levando ao edema em diferentes graus (APUZZO et al., 1984;. 
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KHADE et al., 2013). Foi possível detectar as citocinas in situ, no entanto, não houve 

diferença significativa quando comparado com o grupo controle não infectado. Este 

fato pode ser explicado pela pequena quantidade de células inflamatórias e a análise 

foi realizada dentro do macerado de cérebro diluíndo a quantidade de citocinas 

produzidas. Além disso, a melhor forma de quantificacar as citocinas produzidas na 

NCC intraventricular seria a partir do fluido cerebrospinal, em camundongos este 

volume é muito baixo.  

A destruição dos cisticercos induz um processo inflamatório intenso que se 

associa aos sintomas clínicos da NCC, levando à liberação de grandes quantidades de 

citocinas (SOTELO & MARIN 1987; GARCIA et al., 2014b.). Desta forma, se os 

cisticercos se encontram viáveis, semelhantes aos encontrados no presente estudo, 

eles são capazes de modular a resposta imune e inflamatória do hospedeiro 

resultando na ausência de sintomas, na maioria dos casos (LACLETTE et al., 1990; 

WHITE et al., 1997; ARECHAVALETA et al., 1998; GOMEZ-GARCIA et al., 

2006). Outro fator importante que poderia explicar a não observação de resposta 

imune in situ é que o cérebro é considerado um órgão imune privilegiado, onde as 

reações inflamatórias e imunológicas são minimizadas evitando danos acentuados no 

tecido (SOTELO & MARIN, 1987; GARCIA et al., 2014b.). 

  Apesar de não apresentar uma resposta imunológica in situ, os cisticercos 

foram capazes de induzir ventriculomegalia e ependimite. A NCC meningoencefálica 

humana apresenta um processo inflamatório semelhante ao encontrado em nosso 

estudo que leva aos sintomas observados na fase aguda da infecção (MATUSHITA, 

2011). Normalmente, as infecções no parênquima levam à epilepsia e um melhor 

prognóstico do que as infecções extras parenquimatosas, em que o principal sintoma 

é a hipertensão intracraniana (KHADE et al., 2013;. GARCIA et al., 2014A.). Nos 

casos de fenômenos obstrutivos observados na NCC intraventricular sintomática, os 

sintomas começam quando os cisticercos mudam seu estágio de evolução e começam 

a ser atacados pelo sistema imune levando a um intenso processo inflamatório do 

epêndima e consequente ependimite, fibrose e estenose secundária do fluido 

cerebrospinal levando à hidrocefalia e ventriculomegalia (SOTELO & MARIN, 

1987; KELESIDIS & TSIODRAS, 2012; KHADE et al., 2013).  

  Vários estudos têm sido realizados visando a caracterização das respostas 

imune e inflamatórias e suas variações de acordo com o estágio de evolução e 

morfologia do parasito (CARDONA et a.,l 1999;. CARDONA et al., 2002; KHADE 
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et al., 2013;. GARCIA et al.,2014a). A resposta imune se comporta de maneira 

diferente quando avaliadas in situ ou sistêmica sobre células periféricas (RESTREPO 

et al., 2001a;. SÁENZ et a.,l 2012). Isto está de acordo com os resultados deste 

estudo, no qual foi possível detectar diferenças entre as respostas in situ e sistêmica. 

Outros estudos também observaram um aumento nos níveis de citocinas como IL-5, 

IL-6 e IL-10 em pacientes NCC com sintomatologia ativa em comparação com 

pacientes assintomáticos ou controles de líquido cefalorraquidiano (EVANS et al., 

1998; RODRIGUES et al., 2000; AGUILAR-REBOLLEDO et al., 2001; 

CHAVARRIA et al., 2006). Na avaliação sistêmica da resposta imune no 

sobrenadante de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) estimuladas 

com antígenos de cisticercos retirados de pacientes assintomáticos de NCC foi 

observado níveis aumentados de citocinas Th2 tais como IL-4, IL-5 e IL-13 

(CHAVARRIA et al 2005; CHAVARRÍA et al., 2006; SÁENZ et al., 2012). Estes 

resultados estão de acordo com as conclusões deste estudo, no qual o tipo de resposta 

imune encontrado é baseado no perfil imune Th2 reforçando que este é um bom 

modelo experimental para estudos de imunopatologia da NCC.  

  Neste estudo foi possível observar que os cisticercos intraventriculares, 

provavelmente induziram ruptura da barreira hematoencefálica permitindo o influxo 

de células inflamatórias desde o início da infecção. O conjunto de células 

inflamatórias em torno dos cisticercos em locais extra parenquimatosos, incluindo 

meninge e ventrículos foram relatados anteriormente e estão de acordo com o nosso 

estudo (CARDONA et al., 1999). Estes autores também encontraram uma resposta 

imune inicial Th1 na NCC experimental causada por M. Corti, mas, diferentemente 

de nossos achados, não houve alteração na resposta imune local, provavelmente 

devido à localização cisticercos.  

  A resposta imune sistêmica foi inicialmente regulada pela presença de IL-10, 

que é capaz de modular os mediadores imunes através das micróglias e células gliais 

residentes que levam à redução da liberação de citocinas pro-inflamatórias 

(SCIUTTO et al., 2007;. TERRAZAS et al., 2008). Além disso, a IL-10 capaz de 

ativar os linfócitos T regulatórios diminuindo o dano tecidual (TERRAZAS et al., 

2008). Aos 30 DAI foi possível observar aumento da resposta imune com a presença 

de todos os perfis analisados. Apesar da presença de IFN-gama e IL-17, o parasito foi 

capaz de modular a resposta imune em autobenefício favorecendo a sua 

sobrevivência através da indução de citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-10 e 
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IL-4. O IFN-gama pertence ao perfil imune do tipo Th1, que está relacionado com a 

sintomatologia grave e lesão tecidual e é regulada pela citocina IL-10, o qual modula 

a resposta imune e os danos ao tecido (TERRAZAS et al., 1998; RODRIGUEZ et 

al.,2000;. CARDONA e TEALE 2002; CHAVARRIA et al., 2003; CHAVARRIA et 

al., 2005; SCIUTTO et al., 2007).  

  Curiosamente a cisticercose experimental intraperitoneal mostra um perfil 

imune Th1 inicial através da quantificação das citocinas séricas que inibe um perfil 

imune Th2 humoral (RESTREPO et a.l, 2001a; CARDONA &Teale, 2002; 

RODRIGUEZ-SOSA et al., 2002; TOENJES & KUHN 2003) e está associada com a 

destruição do parasito (TERRAZAS et a.,l 1998;. ALONSO-TRUJILLO et al., 

2007). Esta resposta imune Th1 inicial é capaz de induzir macrófagos classicamente 

ativados (CMøou M1), que são responsáveis pela eliminação dos parasitos através da 

liberação de óxido nítrico (NO). O NO também contribui para a morte de vários 

agentes patogênicos extracelulares, tais como na infecção intraperitoneal de T. 

crassiceps (ALONSO- TRUJILLO et al., 2007), bem como agentes patogênicos 

intracelulares (GAZZINELLI et al., 1998; GORDON, 2003).   

  Simultaneamente, foi também possível detectar IL-4, que é uma citocina do 

perfil imune Th2 que atua em congruência com IL-10, minimizando os danos aos 

tecidos, mas incapaz de favorecer a proliferação do parasito através da ativação de 

macrófagos M2. Também elevados níveis de IL-17, citocina pró-inflamatória foi 

detectada. Esta citocina recruta neutrófilos para o local da infecção e está envolvida 

em doenças inflamatórias crônicas. Quando é liberada em excesso permite danos 

teciduaia e doenças autoimunes. As células Th17 foram descritas no SNC e 

conduzem à inflamação e lesão tecidual (LANGRISH et al., 2005; PARK et al., 

2005). Por outro lado, o bloqueio da IL-17 é eficaz na prevenção da erosão do osso e 

cartilagem e, consequentemente, reduz os sintomas clínicos da artrite rematóide 

(LUBBERTSet al., 2004). A IL-17 pode atuar como alvo terapêutico em doenças 

inflamatórias do SNC, tais como na NCC, pois os anticorpos humanizados anti-

IL17A, já está sendo utilizados contra doenças inflamatórias tais como artrite 

reumatóide, psoríase e uveíte (GENOVESSE et al., 2010; HUEBER et al., 2010).  

  Neste estudo foi possível observar que à medida que a infecção progride, há 

uma conversão do perfil imune para o tipo Th2. Esta mudança de perfil favorece a 

proliferação do parasito nas infecções crônicas (TERRAZAS et al., 1998; TOENJES 

et al., 1999; RODRIGUEZ-SOSA et al., 2002;. TOENJES & KUHN, 2003). 
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Resultado semelhante foi relatado por Moura et al., (2013), que avaliou o perfil de 

macrófagos intraperitoneais M2 após cisticercose experimental intraperitoneal e 

concluiu que esta resposta favoreceu a proliferação do parasito. Além disso, este 

perfil foi observado por outros autores (TERRAZAS et al., 1998; TOENJES et al., 

1999; RODRIGUEZ-SOSA et al., 2002; TOENJES & KUHN, 2003).  

  Uns dos prováveis mecanismos responsáveis por esta alteração do perfil 

imunológico durante o NCC experimental é que os parasitos têm a capacidade de 

libertar glicoproteínas que são responsáveis pelo aumento da secreção de IL-4 ou IL-

13. Outra hipótese é que o tegumento do parasitoé coberto com glicoproteínas ou 

glicoconjugados (GCs) que são altamente antigênicos capazes de modular a resposta 

imune do hospedeiro (WHITE et al., 1997). MENDLOVIC et al., (2015) relataram 

que uma calreticulina de T. solium é capaz de induzir resposta imune do tipo Th2 em 

teníase experimental em hamsters mostrando que o parasito é hábil em secretar 

agentes imunomoduladores.  

  Portanto conclui-se que a presença dos cisticercos dentro dos ventrículos 

induz ventriculomegalia durante o período experimental. Também a resposta imune 

sistêmica observada através do perfil imune misto pró-inflamatória Th1/Th17 na fase 

aguda da infecção, acompanhado por níveis elevados de IL-10. Com a progressão da 

infecção houve predominância do perfil imune Th2. 
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Resumo 

A neurocisticercose (NCC) é a infecção parasitária mais comum e mais grave do 

sistema nervoso central (SNC) humano, acometendo grande número de pessoas 

produzindo, algumas vezes, sintomatologia grave, que se associam a lesões 

acentuadas. Estas lesões na NCC, ainda não são totalmente esclarecidas e parece ter 

uma estreita relação com o estágio, com a localização, o número dos parasitos, como 

também com a resposta imune do hospedeiro. O objetivo deste estudo foi avaliar e 

caracterizar as células inflamatórias e outros processos patológicos gerais como 

também as lesões teciduais pela quantificação das áreas de desmielinização ao longo 

da infecção experimental de NCC intraventricular. 

Nos primeiros dias de infecção foram observadas poucas alterações patológicas 

gerais que podem ter provocado a ruptura da barreira hemato encefálica permitindo o 

influxo de células inflamatórias. Aos 30 DAI observa-se ventriculomegalia, presença 

de processo inflamatório misto, além de grande quantidade de macrófagos 

espumosos. Em 100% dos animais analisados apresentavam desmielinização 

periventricular. No final da infecção, observou-se ventriculomegalia moderada, 

processo inflamatório predominantemente de mononucleares e macrófagos 

espumosos que foram capazes em alterar o processo de desmielinização 

periventricular para parenquimal. Em conclusão, as células inflamatórias e ao efeito 

de massa provocado pelo parasito intraventricular são capazes em promover 

desmielinização periventricular inicial e parenquimal no final da infecção.  

Palavras-chave: neurocisticercose intraventricular, desmielinização periventricular, 

desmielinização parenquimal. 
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ABSTRACT 

The neurocysticercosis (NCC) is the most common and severe parasitic infection of 

human central nervous system (CNS) that involve large number of people producing 

sometimes-severe symptoms, which are associated with marked clinical symptoms 

and lesions. These lesions in the NCC still unclear and seems to have a close 

relationship with the stadium, with the location, the number of parasites, as well as 

the host immune response. This study aimed to characterize the inflammatory cells 

and tissue injury by analyzing the periventricular parenchymal and demyelination 

along the experimental infection of intraventricular NCC. Initially, few changes are 

observed, such as influx of inflammatory cells possibly by altering brain barrier. 

With the progress of infection is observed ventriculomgaly, mixed inflammatory 

process and presence of foamy macrophages. The presence of inflammatory cells is 

associated with neurodegeneration observed by areas of demyelination were more 

frequent periventricular. At the end of the infection, ventriculomegaly and 

predominance of mononuclear with the presence of foamy macrophages alter the 

pattern of demyelination passing be observed more frequently in the parenchyma. In 

conclusion, it is observed that the inflammatory cells are able to promote 

demyelination periventricular start and at the end of parenchymal infection. 

Keywords: demyelination parenchymal, periventricular demyelination, 

neurocysticercosis. 
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INTRODUÇÃO 

A Neurocisticercose (NCC) é a infecção parasitária mais comum e mais grave 

do sistema nervoso central (SNC) humano (COULDWELL & APUZZO 1992; 

FLISSER, 1991; SCHENONE et al., 1982), acometendo grande número de pessoas 

produzindo algumas vezes sintomatologia grave (FLISSER, 1991). A prevalência 

está relacionada com os fatores socioeconômico-culturais, representando importante 

problema de saúde pública pela deficiência de condições sanitárias, ou em países, 

que recebem imigrantes de áreas endêmicas (AGAPEJEV,2003; FLISSER et al., 

2003). No Brasil a incidência da NCC em autópsia é até 1,5% e em estudos clínicos 

até 3% (TAKAYANAGUI et al.,2001; AGAPEJEV, 2003). São Paulo, Rio de 

Janeiro, Paraná, Minas Gerais e Espírito Santo são considerados áreas endêmicas 

(AGAPEJEV, 2003).  

A NCC é classificada por diferentes parâmetros como pelas localizações 

anatômicas (parenquimal, subaracnóidea, intraventricular e espinhal ou medular), 

sintomatológicas (distúrbios mentais, síndromes localizadas, aumento da pressão 

intracraniana e síndrome da pressão medular), nas imagenológicas (formas ativa e 

inativa) e relacionadas ao prognóstico (formas benignas ou malignas) (PITTELLA, 

1997, AGAPEJEV, 2003). Além disso, os cisticercos podem ser vistos em diferentes 

estágios de maturação, dependendo das propriedades nutricionais do lugar 

(MÁRQUEZ-MONTER, 1972; FLISSER et al., 1982). 

Após implantação dos cisticercos, há influxo de células inflamatórias que se 

diferem de acordo com a localização dos cistos. Nos ventrículos, determinam 

obstrução dos canais do fluxo liquórico (NEVES, 2003; SOTELO et al., 2002), 

podendo ocasionar hidrocefalia, normalmente associada à hipertensão intracraniana, 

cefaléia, reações inflamatórias, epilepsia, acidente vascular cerebral e compressão 

radicular, apresentando ou não fibrose (BENEDETI et al.,2007).  

Pittella (1997) descreveu mudanças do infiltrado inflamatório em relação com 

o estágio de desenvolvimento do parasito. Na fase vesicular pouca ou nenhuma 

inflamação e em fase de destruição intenso infiltrado inflamatório composto de 

linfócitos, células multinucleadas e macrófagos espumosos. Macrófagos espumosos 

são células de citoplasma abundante, com inúmeros vacúolos pequenos opticamente 

vazios, que dão ao citoplasma aparência de espuma (COTRAN et al., 1999). O papel 

dos macrófagos espumosos é controverso, mas são responsáveis pela fagocitose das 
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membranas de células destruídas, acumulando colesterol em seu interior, por isso são 

denominados espumosos. Para isso, envolve a síntese de novo colesterol, com 

entrada acelerada e efluxo reduzido. Experimentos in vitro têm demonstrado que 

LDL oxidado induz mais eficientemente a formação dessas células, que o LDL 

normal (SONG et al., 2001). 

As doenças inflamatórias desmielinizantes idiopáticas do (SNC) constituem 

um grupo heterogêneo de alterações que diferem no seu curso clínico, patologia e 

imunopatogênese. Apesar das amplas diferenças reconhecidas entre si, estas doenças 

são caracterizadas pela inflamação do SNC, desmielinização e perda axonal variável 

(LASSMANN, 2007), podendo ocorrer em duas fases distintas, uma inicial 

caracterizada pelo processo inflamatório, e outra neurodegenerativa progressiva 

(STEINMAN, 2001). Há evidências substanciais de que o estresse oxidativo gerado 

na inflamação pode ser causador, ou, pelo menos, um fator auxiliar na patogenia das 

principais doenças neurodegenerativas (UTTARA, SINGH et al., 2009; FERRETTI 

& BACCHETTI, 2011; OLIVEIRA, KALLAUR et al., 2012). A desmielinização 

pode ser induzida por fatores solúveis produzidos pelas células inflamatórias que se 

difundem no parênquima de forma direta ou por meio da ativação da micróglia 

(LASSMANN & LUCCHINETTI, 2008). Ainda pouco se sabe sobre esse processo 

na NCC. 

Os modelos experimentais têm sido útil no entendimento da fisiopatologia de 

várias doenças. Atualmente existem quatro modelos experimentais diferentes para 

NCC. Os primeiros estudos foram realizados por pesquisadores nos EUA utilizando 

camundongos BALB/c fêmeas, inoculados com Mesocestoides corti (CARDONA et 

al., 1999).O segundo grupo realizado no Brasil utilizando também camundongos de 

duas linhagens BALB/c e C57BL/6 inoculados com cisticercos de T. crassiceps 

(MATOS-SILVA et al., 2012). Mais recentemente no Peru e no México, 

desenvolveram modelo em ratos (VERASTEGUI et al., 2015)e em suínos jovens 

(FLEURY et al., 2015), respectivamente utilizando cistos (oncosferas ativas) de T. 

solium.  

O primeiro grupo observou acúmulo de parasitos e células inflamatórias em áreas 

extraparenquimatosas, apresentando resposta imune inicial Th1 e Th2 no final com 

destruição dos parasitos (CARDONA et al., 1999; SCIUTTO et al., 2007). A partir 

daí surge a ideia que os parasitos mantêm equilíbrio com a resposta imune inicial, e 
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ao longo do tempo esse equilíbrio é perdido pela mudança da resposta e destruição 

dos mesmos. 

Existem várias hipóteses para explicar a relação entre a inflamação e 

desmielinização, tema este muito abordado em outras doenças neurodegenerativas 

como a esclerose múltipla, e pouco explorado na NCC. Na perspectiva de analisar 

esse processo, utilizou-se o modelo experimental de NCC com cisticercos viáveis de 

T. crassiceps para avaliar a influência das células inflamatórias desencadeando 

desmielinização ao longo do tempo. 

 

2 - Materiais e Métodos 

A realização deste estudo obedeceu às normas estabelecidas pela Sociedade 

Brasileira de Ciências em Animais de Laboratório. Foi submetido à Comissão de 

Ética do Uso de Animais (CEUA/UFG), aprovado e protocolado pelo nº 010/11.  

A manutenção da cepa ORF de Taenia crassiceps, foi realizada, por passagens 

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

12 semanas de idade, desde 2002, de acordo com Vaz et al. (1997). Esta cepa é 

mantida no Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da 

Universidade Federal de Goiás.  

 

2.1 – Infecção 

Para a infecção experimental de NCC, foi utilizado camundongos BALB/c 

fêmeas de 8 a 12 semanas de idade (n=40). Sendo 20 animais do grupo controle e 20 

do grupo infectados em 4 dias experimentais. Após a remoção dos cisticercos de T. 

crassiceps provenientes de camundongos com infecção intraperitoneal de 

manutenção do parasito, os cisticercos foram lavados 2 vezes com PBS, colocados 

em placa de petri e separados de acordo com o estágio de evolução (VINAUD et al., 

2007). Somente os cisticercos no estágio inicial (sem botamentos com líquido 

translúcido e membrana vesicular) foram seleccionados para serem inoculados no 

SNC dos camundongos. O grupo controle foi inoculado com 10µl de solução 

fisiológica.  

Após a anestesia (0,01ml/g de Xilazina a 2% e Ketamina 10%), realizou-se a 

tricotomia e a anti-sepsia com álcool iodado. Uma incisão longitudinal na pele e 

tecido subcutâneo foirealizada para expor a superfície do crânioe para vizialização 

das junções ósseas e o ponto bregma utilizou-se peróxido de hidrogênio a 30%.O 
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animal foi posicionado no aparelho estereotáxico, onde a torre foi posicionada na 

vertical com o ponto bregma (angulação zero), anotando-se os valores dos 

paquímetros posicionados nos eixos x e y. Para localização exata do ventrículo esses 

valores serão ajustados (AP-3.0, lateral +2.0) (STRINGE et. al., 2003). Este será o 

ponto de incisão e inoculação dos cisticercos como também de PBS para delineamen 

to do grupo controle. 

A perfuração craniana foi realizada utilizando um micromotor (LB100-Beltec) e 

broca diamantada (44,5mm x 2 milímetros). A inoculação ocorreu através de uma 

seringa de 1mL - contendo 3 cisticercos em fase inicial - e uma agulha 25G adaptada 

(2mm de comprimento) permitiu o alcance dos ventrículos encefálicos. Após os 

procedimentos cirúrgicos, as incisões foram fechadas com resina acrílica dental e 

cola instantânea. Os camundongos controles receberam 10µl de solução fisiológica 

(MATOS-SILVA et al. 2012). Foram mantidos 5 animais/gaiola (20x30cm) sob 

iluminação controlada (12/12h), temperatura de 25ºC e acesso gratuito ao 

esterilizados/acidificada água e ração esterilizada. Após a inoculação os animais 

foram observados em períodos de uma hora durante o primeiro dia e diariamente 

depois até ao dia da eutanásia. Cinco animais infectados e cinco controles foram 

utilizados em cada dia experimental - 7, 30, 60 e 90 dias após a inoculação (DAI).  

  

2.2 - Análises histopatológicas para avaliação de lesão tecidual in situ 

 Após a eutanásia por deslocamento cervical e o encéfalos foram removidos 

para análise histopatológica. Para esta análise os encéfalos foram fixados em 

formaldeido a 10% tamponado por 24 horas, transferido para etanol a 70% para 

inclusão em parafina e confecção do bloco. A secção da lâmina foi de 5µme 

posteriormente corada com hematoxilina e eosina (HE) e colorações especiais. 

Os processos patológicos gerais foram analisados no tecido do hospedeiro, 

aos 7, 30, 60 e 90 dias após a infecção (DAI) observando: ventriculomegalia, 

infiltrado inflamatório de células polimorfonucleares, mononucleares, macrófagos 

espumosos, meningite, ependimite, microgliose e lesões nas células granulares 

(células que compõe hipocampo). Os processos patológicos descritos foram 

classificados de forma semiquantitativa, seguindo os seguintes critérios: ausente, 

discreto com comprometimento de até 25% da área, moderado de 26 a 50% e 

acentuado acima de 50% de comprometimento (MATOS-SILVA et al., 2012). 
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Comparação entre o ventrículo infectado e sua não-infectados contralateral do 

mesmo animal (SHOOK et al., 2014). 

 

2.3 - Análises da desmielinização  

De acordo com as alterações observadas nas lâminas coradas pelo HE, 

realizaram-se colorações especiais em todas as lâminas do grupo infectado e 

controle. 

Para avaliação de desmielinização, as lâminas foram coradas pela técnica de 

Luxol Fast Blue, segundo protocolo da Mercer University School of Medicine, 

disponível em http://www.medlib.med.utah.edu/WebPath/webpath.html. 

Para verificação das áreas de desorganização, foi realizada coloração de 

Nissl, segundo protocolo da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual de 

Campinas, disponível em http://anatpat.unicamp.br/tecnicashistologicas.html. 

A desmielinização foi avaliada qualitativa e semiquantitativamente, a partir 

dos seguintes critérios: 

- Localização: Periventricular ou parenquimatosa. 

- Intensidade (apenas desmielinização periventricular): ausente, discreta 

(focos de desmielinização), moderada (áreas de desmielinização perfazendo até 50% 

de região periventricular) e acentuada (áreas de desmielinização perfazendo mais de 

50% de região periventricular). 

- Distribuição (apenas parenquimatosa): Focal ou difusa. 

  

2.5 - Análises Estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas por meio do programa Sigma Stat 

3.5. Todas as variáveis foram testadas quanto à distribuição normal e variância 

homogênea. Por apresentarem distribuição não normal, as variáveis foram analisadas 

pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney. Os processos patológicos foram 

classificados de forma semiquantitativa, enumerando-os, onde o ausente foi 

considerado pelo número zero (0), o discreto pelo número um (1), com 

comprometimento de até 25% da área afetada, moderado pelo número um (2), as 

alterações entre 26 a 50% e o acentuado pelo número um (3), correspondia a 

alterações acima de 50% de comprometimento. A partir daí fez-se a média e desvio 

padrão das somatórias das alterações observadas pelo grupo experimental. As 

diferenças observadas foram consideradas significantes quando p<0,05. 

http://www.medlib.med.utah.edu/WebPath/webpath.html
http://anatpat.unicamp.br/tecnicashistologicas.html
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Resultados  

Todos os cisticercos observados neste experimento foram localizados nos 

ventrículos cerebrais, provocando inflamação, expansão da cavidade ventricular e em 

alguns casos desvio da linha média do hipocampo.  

Os resultados descritos abaixo estão apresentados na tabela 1, tabela 2, figura 

1 e 2. 

Aos 7 DAI, embora observou-se influxo de células inflamatórias de 

mononucleares (MN) nos dois grupos analisados essa diferença não foi significativa 

(Tabela 1).Nos dois grupos analisados não observou desmielinização neste dia 

experimental (Tabela 2).Aos 30 DAI, observaram-se alterações somente nos animais 

infectados como, ventriculomegalia, processo inflamatório misto, com presença de 

PMN e MN e presença de macrófagos espumosos (Tabela 1; Figura 1). A 

desmielinização periventricular foi discreta em 100% (n=5) dos animais analisados e 

somente 40% dos animais apresentaram desmielinização parenquimal focal (Tabela 

2; Figura 2).  

Aos 60 DAI, observou-se perfil de células inflamatórias de PMN no local da 

infecção e dispersão de células hipocampais em 80% de forma moderada no grupo 

infectado (Tabela 1; Figura 1). A desmielinização periventricular foi observada em 

80% dos casos analisados, sendo 20% (n=1) discreta e 60% (n=3) moderada. A 

desmielinização parenquimal só foi observada em 20% dos casos de forma focal 

(Tabela 2; Figura 2). 

Aos 90 DAI, a ventriculomegalia, ependimite, células mononucleares, 

macrófagos espumosos, meninge e ependimite, foram estatisticamente maior nos 

animais infectados em relação ao controle (Tabela 1;figura 1). A desmielinização 

periventricular só foi observada em 40% dos animais analisados se dividindo em 

discreta e moderada e 80% apresentavam desmielinização parenquimal focal (Tabela 

2; Figura 2).  
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Tabela 1. Análise dos processos patológicos gerais nos encéfalos de camundongos 

BALB/c fêmeas infectadas intracranialmente com cisticercos viáveis de Taenia 

crassiceps. 
Alterações 

microscó 

picas 

 BALB/c Controle (n=5) 

% (n) 

BALB/c Infectado(n=5) 

% (n) 
 

DAI         P 

 

Ventriculo 

megalia 

7 0 (±0)    0 (±0)    p> 0,05 

30 0 (±0)    2,4 (±0,894427)    p= 0,008 

60 0,6 (±0,547723)    1,2 (±1,30384)    p> 0,05 

90 0 (±0)    2 (±0,707107)    p= 0,008 

Infiltrado 

Inflamató 

rio (PMN) 

7 0 (±0)    0 (±0)    p> 0,05 

30 0 (±0)    1,4 (±0,547723)    p= 0,008 

60 0 (±0)    0,2 (±0,447214)    p=0,05 

90 0,2 (±0,447214)    0,8 (±0,83666)    p> 0,05 

 

Infiltrado 

Inflamató 

rio (MN) 

7 1 (±0)                                                           1,2 (±0,83666) 

 
 

   p>0,05 

30 0,8 (±0,447214)    2 (±0)      p= 0,008 

60 0,4±(0,547723)    1,2 (±0,83666)    p>0,05 

90 0,2 (±0,447214)    2 (±0,707107)      p= 0,008 

 

Macrófagos 

Espumosos 

 

 

7 0 (±0)    0 (±0)    p> 0,05 

30 0 (±0)    1 (±0)    p= 0.008 

60 0 (±0)    0,4 (±0,547723)    p>0,05 

90 0 (±0)    0,8 (±0,447214)    p= 0,032 

 

 

Meningite 

7 0 (±0)    0 (±0)    p> 0,05 

30 0,2 (±0,447214)    0,4 (±0,547723)    p>0,05 

60 0 (±0)    0 (±0)    p> 0,05 

90 0 (±0)    1 (±0)    p=0,008 

 

 

Ependimite 

7 0 (±0)    0 (±0)    p> 0.05 

30 0,2 (±0,447214)    1(±1)    p>0,05 

60 0,4 (±0,547723)    0,2 

(±(±0,447214) 

   p>0,05 

90 0 (±0)    1 (±0,707107)    p= 0,032 

 

 

Gliose 

7 1 (±0)    0,6 (±0,547723)    P=0,310 

30 0 (±0)    0,6 (±0,894427)    P=0,310 

60 0,6 (±0,547723)    1,2 (±1,30384)    p= 0,548 

90 0,4 (±0,547723)    0 (±0)    P=0,310 

 

Lesão   

hipocampal 

7 1,6 (±0,547723)    1 (±0)      p>0,05 

30 0,6 (±0,894427)    1,8(±0,83666)    p> 0,05 

60 1 (±0,707107)    2,2 (±0,447214)    p=0,032 

90 1,4 (0,547723)    1,8 (0,83666)    p>0,05 

Observações: DAI – Dias após a infecção; MN–Mononuclear; PMN – 
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Tabela 2. Análise da desmielinização nos encéfalos de camundongos BALB/c 

fêmeas infectadas intracranialmente com cisticercos viáveis de Taenia crassiceps. 

 

Desmielinização 
 

Periventricular Parenquimal 

Controles 

 
100% ausente 100% ausente 

7 DAI 

 
100% ausente 100% ausente 

30 DAI 

 
100% discreto 40% focal 

60 DAI 20% discreto 

60% moderado 

20% focal 

90 DAI 20% discreto 

20% moderado 

80% focal 

Observações: DAI – Dias após a inoculação. 
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Figura 1 - Fotomicrografia de encéfalos de animais infectados ou não com cisticercos 

de T. crassiceps. Em (A) observa-se alterações nas células gliais no grupo controle. 

Em (B) animais infectados mostrando cisticercos no ventrículo e processo 

infamatório. Em (C) presença de macrófagos espumosos em animais infectados e em 

(D) ventriculomegalia e cisticerco. Coloração H.E. Escala = 100µm. 

 A  A  A  A 

 C 

 B 

 D 
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Figura 2: Fotomicrografia de encéfalos dos animais controles e infectados com 

cisticercos viáveis de T. crassiceps intraventricular. Em (A) observa-se o padrão 

normal de mielinização em forma laminar, como mostrado na seta. Em (B) observa-

se ventriculomegalia acentuada devido ao efeito de massa, provando isquemia e 

desmielinização no parenquima adjacente. Em (C) área de desmielnização 

parenquimal devido à presença de foco inflamatório. Em (D) área de 

desmielinização, mostrada na seta associada à perda das células do hipocampo. 

Coloração Luxol Fast Blue, Escala = 200µm. 

 

Discussão 

  Este é o primeiro estudo de alterações nos padrões normais de mielina 

provocando desmielinização periventricular e parenquimal na NCC intraventricular 

experimental causada por cisticercos de T. crassiceps. Neste estudo, 100% dos 

cisticercos se localizavam dentro dos ventriculos, podendo causar hipertensão 

intracraniana, devido à obstrução do fluido cerebroespinal levando a graus 

diferenciados de edema (APUZZO et al., 1984;. KHADE et al 2013). Inicialmente 

observa-se influxo de células inflamatórias nos dois grupos analisados, embora sem 

diferenças significativas, fato este que pode ter sido provocado pelo procedimento 

cirúrgico e a implantação dos cisticercos. O influxo de células inflamatórias pode 

estar correlacionado com a ruptura da barreira hematoencefálica (BHE), queé 

formada pela presença das junções endoteliais que controlam a abertura e fechamento 

B 

C D 

A 
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coordenado das junções célula-célula (STAMATOVIC et al., 2008). A BHE é um 

importante componente da rede de comunicação que conecta o sistema nervoso 

central e os tecidos periféricos, alem disso funciona como uma interface que limita e 

regula a troca de substâncias entre sangue e o sistema nervoso central. (BANKS, 

2010). Esse trânsito de células e moléculascontribui na geração ou progressão de 

várias doenças inflamatórias e neurodegenerativas no encéfalo (BROOKS et al., 

2005; OTTO et al., 2002; YATSIV et al., 2002; FUKUDA et al., 2013; RIGAU et 

al., 2007).  

Observamos também alteração nas células gliais, mas sem diferenças 

estatísticas entre os grupos analisados, perfazendo-se 100% no grupo controle e 60% 

no grupo infectado. Sabe-se que as células gliais (astrócitos, oligodendrócitos, 

microglia e células ependimais) apresentam funções além de suporte aos neurônios, 

podem alterar diretamente a comunicação entre os mesmos, pois estão em contato 

próximo com a rede neuronal, adquirindo funções como: captação e liberação de 

neurotransmissores, controle do metabolismo iônico e produção de fatores 

neurotróficos (KIMELBERG et al., 1989). Foi descrito por Bernardinelli et al, 

(2004), se as células gliais sofrerem alterações, liberam Ca
+2,

 que resultam em morte 

de neurônios pela deficiência na utilização e captação da glicose do meio. Estes 

resultados corroboram com o presente estudo, devido ao processo cirúrgico provocou 

alterações nas células gliais que podem mudar sua morfologia e funções induzindo a 

inflamação (BAKER & MANUELIDIS, 2003), observada nos dias subsequentes. 

  Aos 30 DAI, observa-se ventriculomegalia, presença dePMN emononucleares 

(MN) e grandes quantidades de macrófagos espumosos que podem interferir na 

resposta imune do hospedeiro. Os macrófagos espumosos em resposta a 

microrganismos produzem grandes quantidades de citocinas proinflamatórias e fator 

transformador do crescimento beta (TGFβ) (BANGERT et al., 2011). Estes 

corpúsculos lipídicos no interior desses macrófagos estão relacionados às diversas 

condições inflamatórias, podendo funcionar como sítios de armazenamento e síntese 

de mediadores inflamatórios (eicosanóides) (MELO et al., 2011; MELO & 

DVORAK, 2012), contribuindo para lesão tecidual exacerbada. Deforma geral a 

neurodegeneração mediada pela inflamação envolve ativação de células como 

macrófagos residentes no encéfalo (micróglia), capazes de liberarem fatores 

neurotóxicos e pró- inflamatórios, incluindo citocinas, radicais livres, óxido nítrico e 

eicosanóides que podem lesar neurônios e células gliais (WYSS-CORA, et al. 
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2002),como também degradação de colágeno, elastina e fibrina 

induzirneurodegeneração (POPOVICHet al., 1999; 2001; 2002).  Além dos 

macrófagos residentes, os neutrófilos como também os macrófagos derivados de 

monócitos da corrente sanguínea podem induzirneurodegeneração (POPOVICH et 

al., 1999; 2001; 2002).As micróglias são ativadas precocemente e podem contribuir 

para o ínicio do processo lesivo no SNC (GOMES-LEAL,2002). Acredita-se que 

macrófagos e micróglia ativados possam contribuir para exacerbação da lesão no 

SNC durante condições patológicas neurais (SCHNELL et  al., 1999; POPOVICHet 

al., 1999; CARLSON, et al., 1998). Além disso, o parasito pode ainda dificultar a 

ativação do sistema imune pela mudança de antígenos de superfície, pois este podem 

capturar lipídeos por fontes exógenas (destruição de membranas celulares) e após a 

absorção, rapidamente incorporam esses lipídeos à sua membrana cística e ao 

tegumento (KÖHLER et al., 1988). 

Neste mesmo dia experimental observa-se também PMNs ativados no local 

da infecção produzindo quimiocinas e citocinas quimioatraentes a diversps tipos 

celulares, além de ser a primeira linha de defesa tanto em tecidos neurais como em 

tecidos não neurais contra microrganismos (BANGERT et al., 2011; SERHAN et al., 

2007), contlibuindo para o agravamento do processo lesivo. Todavia a relação entre 

inflamação e neurodegeneração tem sido pouco explorada na NCC e os mecanismos 

de ação e suas interferências têm sido objeto de investigações. Pouco se sabe sobre 

desmielinização na NCC, mas por analogia com outras doenças neurodegenerativas 

são caracterizadas primeiramente pela infiltração de células da periferia para SNC, e 

normalmente são predominantemente de mononucleares. Também são encontrados 

altos níveis de anticorpos e frações do complemento podendo levar a destruição 

direta da bainha de mielina como também a morte de oligodentrócitos (BOMPREZZI 

et al., 2011).  Foi observado por Peterson e colaboradores (2007) que a 

desmielinização é resultado de ativação de micróglia com perda axonal de forma 

direta. No presente estudo avaliou-se a perda dos padrões normais da mielina 

apresentando desmielinização periventricular em 100% dos casos analisados e 40% 

parenquimal focal. Estudos corroboram com estes resultados, pois os mecanismos 

inflamatórios e o estresse oxidativo gerado na inflamação podem ser causa ou um 

fator auxiliar na patogenia das principais doenças neurodegenerativas (UTTARA, 

SINGH et al., 2009; FERRETTI E BACCHETTI, 2011; OLIVEIRA, KALLAUR et 

al., 2012). 
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  No final da infecção, observou-se ventriculomegalia moderada, ependimite, 

meningite e presença de macrófagos espumosos. O processo inflamatório nesta fase 

foi predominantemente de MN diferentemente do início da infecção. Esta 

modificação do perfil inflamatório ocorre devido à habilidade inerente do parasito e 

seus antígenos em modular a resposta imune, por meio de moléculas 

secretadas/excretadas, ou por meio da variabilidade antigênica, facilitando a evasão 

da resposta imune, pois são dinamicamente responsíveis as mudanças ambientais do 

hospedeiro (WHITE et al., 1997; MAIZELS et al., 1993). Outro mecanismo de 

escape consiste em favorecer macrófagos alternativamente ativados (AAMo ou M2), 

que auxiliam na proliferação do parasito (RODRIGUEZ-SOSA et al., 2002; 

TERRAZAS et al., 1998; TOENJES et al., 1999). 

Já foram descritos na literatura que as doenças neurodegenerativas são 

capazes de provocar processos desmielinizantes no SNC (BOMPREZZI & 

CAMPAGNOLO, 2007; PETERSON et al., 2007). Na NCC este processo 

desmielinizantes ainda não relatados, mas agora observado através do nosso estudo 

experimental, onde avaliamos os padrões normais de mielina e suas alterações ao 

longo do período experimental. Essas alterações nos padrões normais de mielina só 

foram observadas a partir dos 30 DAI em 100% dos animais analisados em áreas 

próximas ao ventrículo, local de implantação dos cisticercos. Já na fase final da 

infecção a desmielinização se localizava em sua maioria no parênquima encéfalico. A 

mudança de localização de áreas de desmielinização podem apresentar duas causas 

distintas e associadas; na fase inicial a desmielinizaçãoperiventricular observada 

pode ter causa inflamatória em áreas próximas ao foco inflamatório enquanto no final 

da infecção além da inflamação persistente observa-se o aumento do volume do 

cisticerco comprimindo estruturas adjacentes dificultando a circulação local, neste 

caso levaria a desmielinização no parênquima pelo efeito de massa do parasito. 

Alguns trabalhos corroboram com o presente estudo, pelo fato do processo 

inflamatório ser causa de lesão tecidual e processos neurodegenerativos como a 

desmielinização. Juntamente com o processo inflamatório o estresse oxidativo 

gerado pode provocara destruição da bainha de mielinae liberação de suas proteínas. 

O estudo da presença de proteínas provenientes da destruição da bainha foi 

analisadono CSF emuma infecção experimental por Angiostrongylus cantonensis 

(LIN et al., 2010), confirmando que o processo inflamatório pode ser considerado 

como causa segundária de desmielinização no SNC. Foi demonstrado na infecção 
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experimental de NCC o aumento da expressão do fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF) que auxilia namanutenção da inflamação (FLEURY et al., 2015; 

VERASTEGUI et al., 2015).O VEGF é uma citocina potente e multifuncional que 

atua por meio dos receptores expressos no endotélio vascular causando aumento da 

permeabilidade vascular e estímulo à neovascularização em processos fisiológicos e 

patológicos (DVORAK et al.,1995), consequentemente levando a exacerbação da 

lesão tecidual e desmielinização.  

Além da inflamação persistente devemos considerar o efeito de massa do 

parasito comprimindo estruturas encéfalicas reduzindo significativamente o fluxo 

sanguíneo na área isquêmica central, que leva a alterações nos processos 

metabólicos, no suprimento energético da célula e na homeostase iônica, gerando 

perda da integridade celular, por necrose e apoptose em poucos minutos (LIPTON, 

1999; SACCCO, 2002; MERGENTHALER; DIRNAGL; MEISEL, 2004). Esse 

processo pode levar a neurodegeneração causando desmielinização no SNC, e a 

extensão destas áreas depende da intensidade e duração da exposição. A compressão 

de estruturas levando àisquemia também foi relatadaem muitos casos de neuralgia 

trigeminal, devido à compressão da artéria ou veia adjacente, perto da zona de 

entrada da raiz nervosa, produzindo uma região focal de desmielinização por 

processo não inflamatório (LOVE et al., 2006). Processos desmielinizantes também 

foram relatados em outras doenças neurodegenerativas como na EM (LASSMANN 

& LUCCHINETTI, 2008), contudo na NCC ainda é obscuro. 

  No presente estudo observou-se predomínio de células mononucleares no 

final da infecção experimental de NCC que está de acordo com os outros trabalhos 

experimentais de NCC (CARDONA et al.,1999; MATOS-SILVA et al., 2012; 

VERASTEGUI et al., 2015; FLEURY et al., 2015).Acredita-se que os linfócitos Tγδ 

são os principais responsáveis pela patogênese na NCC, pois são capazes de produzir 

grandes quantidades de citocinas pró-inflamatórias desencadeando lesão tecidual 

intensa (TERRAZAS et al., 2008; CARDONA et al., 1999). E a importância dos 

macrófagos que podem estar envolvidos na destruição tecidual como também no 

reparo e regeneração, mas que no SNC a atividade destas células seria inibida por um 

ambiente hostil à regeneração (Schwartz et al., 2001). 

  A importância no reconhecimento de todas as eventuais lesões teciduais 

provocadas pela presença do parasito como também do processo inflamatório aliado 

ao um diagnóstico precoce pode prevenir a neurodegeneração. Os modelos 
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experimentais vêm auxiliando muito na investigação desta patogênese permitindo 

estudo de novas terapias na tentativa de reduzir as incapacidades residuais 

melhorando a qualidade de vida dos pacientes com NCC. 

  Conclui-se que, a NCC em fase inicial, provocou ventriculomegalia, influxo 

de células inflamatórias e lesões teciduais como desmielinização periventricular. Na 

fase tardia, observou-se desmielinização parenquimal em sua maioria, que pode ter 

sido provocada pelo processo inflamatório constituído de mononucleares e pelo 

efeito de massa do parasito comprimendo estruturas encefálicas provocando 

desmielinização hipóxico-isquêmica. 
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 DISCUSSÃO 

 Neurocisticercose é a infecção parasitária mais comum e grave do SNC 

humano (COULDWELL & APUZZO 1992; FLISSER, 1991; SCHENONE et al., 

1982). A prevalência está relacionada a fatores socioeconômico-culturais, pela 

deficiência de condições sanitárias, representando importante problema de saúde 

pública em países em desenvolvimento (AGAPEJEV, 2003; DORNY et al., 1991, 

FLISSER et a,. 2003). Importante ressaltar que a incidência da NCC está 

aumentando em países desenvolvidos por causa da imigração de pessoas de áreas 

endêmicas e devido ao baixo nível socioeconômico dos imigrantes (FLISSER et al 

2003, DEL BRUTTO e GARCIA, 2012; DEL BRUTTO 2014).  

Os modelos experimentais têm se tornado uma ferramenta útil para estudar 

vários aspectos como, fisiopatologia, bioquímica, imunopatologia e tantas outras 

pesquisas auxiliando nas implementações de novas estratégias fundamentadas 

contribuindo no entendimento de vários parâmetros. Atualmente existem quatro tipos 

diferentes de modelo experimentais para NCC. O primeiro foi desenvolvido nos 

EUA, onde utilizaram Mesocestoides corti (CARDONA et al 1999).O 

segundodesenvolvido por pesquisadores no Brasil utilizando cisticercos de T. 

crassiceps (MATOS-SILVA et al., 2012). Esses dois primeiros grupos utilizaram 

camundongos como modelo experimental. Recentemente desenvolveram mais dois 

modelos, um no Perú, onde utilizaram ratos (VERASTEGUI et al., 2015)e outro no 

México com suínos jovens (FLEURY et al., 2015), esses dois grupos utilizaram 

cistos (oncosferas ativas) de T. solium . 

Neste modelo experimental de NCC intraventricular, padronizou-se a parte 

posterior da calota craniana para inoculações dos cisticercos provocando a 

implantação desses dentro dos ventrículos. Embora a localização intraventricular seja 

menos frequente em relação a parenquimal, as manifestações clínicas da cisticercose 

extra-parenquimatosa são mais agressivas apresentando prevalência em torno de 15 a 

54% dos pacientes sintomáticos (APUZZO et al., 1984; ZEE et al., 1993, 2013 

KHADE et al., 2013). O parasito ao alcançar a corrente sanguínea, chega aos 

ventrículos por meio do plexo coróide, provocando oclusão do fluxo de fluido 

cerebroespinhal, de modo contínuo ou intermitente levando a hidrocefalia obstrutiva 

(APUZZO et al. 1984, KHADE et al. 2013). A hidrocefalia pode ocasionar morte 
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súbita pela compressão da irrigação sanguínea e pelo efeito de massa. Em alguns 

casos a hidrocefalia associa-se a ependimite, aracnoidite basal e edema 

periventricular (KELESIDIS e TSIODRAS 2012; GARCIA et al., 2014a). A 

ependimite e a hidrocefalia são complicações da NCC nos quais requerem o implante 

de shunt elevando as taxas de mortalidade do paciente (COLLI et al 1986; 

CUETTER & ANDREWS, 2002; GARCIA et al 2014a).  

Inicialmente observou-se o influxo de células inflamatórias nos dois grupos 

analisados, sem diferenças significativas. Embora o procedimento cirúrgico pode ter 

sido a provável causa da presença dessas células pela ruptura da barreira 

hematoencefálica (BHE), queremos destacar que nos animais infectados além das 

células inflamatórias observou-se o aumento da citocina IL-10. As moléculas e 

células envolvidas em ativar a resposta imune contra os helmintos permanecem 

enigmáticas. As infecções contra estes parasitos podem inibir os efeitos das reações 

inflamatórias excessivas em populações expostas a alguns agentes infecciosos, 

interferindo na ruptura e no controle imunológico gerando alergia e auto-imunidade 

(JACKSON 2008, LOUKAS & PROCIV 2001). Antígenos de helmintos geralmente 

não são bons na indução eficiente de células e esta falha de sinais convencionais para 

uma boa ativação pode ser devido à falta de expressão dos ligantes dos receptores 

semelhantes a TOLL (TLR), que podem induzir 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). Além 

disso o SNC é um microambiente imunologicamente especializado que influencia a 

resposta imune local, embora a migração de linfócitos para o SNC ocorre em 

condições fisiológicas e na neuroinflamação (UCCELLI et al, 2005). Por se tratar de 

um ¨órgão imune privilegiado¨ as respostas imunes são minimizadas para reduzir as 

lesões teciduais que em sua maioria são permanentes. 

A progressão da doença (30DAI) provocou aumento do processo inflamatório 

constituído de PMN e MN, presença de macrófagos espumosos e perfil misto das 

citocinas IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-gama no grupo infectado em relação ao controle. 

A resposta imune pode ser regulada pela baixa expressão de moléculas MHC-II, 

liberação de citocinas pro inflamatórias (BANGERT et al., 2011). 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 parasitos. A IL-4 é 

responsável pela expulsão do parasito intestinal e também é implicado na 
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amplificação das células Th2, produtoras de IL4, IL-5 e IL-9 e IL-13. Estas citocinas 

estão envolvidos na ativação de células como mastócitos, eosinófilos e macrófagos 

alternativamente ativados (M2) e com o aumento da produção de IgE. A resposta 

Th1, também observada neste período experimental pela produção de IFN-gama, 

ativação de macrófagos classicamente ativados (M1) com produção de reativos 

intermediários do oxigênio e do nitrogênio, estes capazes de destruír o tegumento do 

parasito como também o tecido do hospedeiro (FINKELMAN et al. 1997). A IL-17 

citocina pro inflamatória e quimiotática para neutrófilo, contribui na formação da 

inflamação e lesão tecidual (LANGRISH et al., 2005; PARK et al., 2005) e sua 

produção excessiva, acarreta danos teciduais e doenças auto-imunes. 

Nas lesões teciduais observou-se ventriculomegalia em 80% dos animais 

analisados, como também alterações nos padrões normais de mielina, que podem 

associar-se com a presença de células inflamatórias, principais responsáveis pelo 

desenvolvendo de várias doenças inflamatórias no SNC (BROOKS et al., 2005; 

OTTO et al., 2002; YATSIV et al., 2002). A desmielinização foi observada em 

100% dos casos analisados mostrando-se de forma periventricular e somente 40% 

foram parenquimal focal. De acordo com a literatura, os mecanismos inflamatórios e 

o estresse oxidativo gerado na inflamação podem ser causa ou um fator auxiliar na 

patogenia das principais doenças neurodegenerativas (UTTARA, SINGH et.al., 

2009; FERRETTI E BACCHETTI, 2011; OLIVEIRA, KALLAUR et al., 2012) além 

disso, a ativação de migróglias podem resultar em desmielinização e perda axonal 

(PETERSON et al.2007). 

Nos estágios tardios da infecção (90DAI), a resposta imune sistêmica foi do 

tipo Th2. A modificação da resposta imune para um perfil regulador do tipo Th2 no 

final da infecção pode ser devido à mudança de seus antígenos de superfície 

dificultando o reconhecimento pelo sistema imune (WHITE et al 1997; MAIZELS et 

al. 1993). Citocinas imunorreguladoras neste período, como a IL-4 e IL-10, ativam 

linfócitos T regulatórios e macrófagos alternativamente ativados (AAMø ou M2) 

(GORDON, 2003; ALVAREZ et al., 2010) reduzindo a lesão tecidual. Embora o 

citocinas Th2, como IL-4, IL-5 e IL-9 induzem produção de imunoglobulinas 

importantes na defesa do hospedeiro contra helmintos intestinais, mas se estes se 

localizam fora do intestino essa resposta favorece a proliferação do parasito 

(ALONSO-TRUJILLO et al., 2007; RODRIGUEZ-SOSA et al., 2002 Ainda assim 

as lesões teciduais como ventriculomegalia, ependimite foram observadas de forma 
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mais acentuada provavelmente pela presença da inflamação constituída 

principalmente de MN e macrófagos espumosos. De acordo com a literatura, os 

corpúsculos lipídicos no interior de macrófagos espumosos estão relacionados às 

diversas condições inflamatórias, e podem funcionar como sítios de armazenamento 

e síntese de  mediadores inflamatórios (eicosanóides) (MELO et al., 2011; MELO & 

DVORAK, 2012).  

Na fase tardia também se observou mudanças nos padrões de mielina que 

inicialmente eram periventriculares evoluindo para parenquimal focal. Acredita-se 

que essa alteração pode ter sido provocada pelo efeito de massa ou compressão de 

estruturas adjacentes. Embora a desmielinização parenquimal é aparentemente mais 

grave em relação a periventricular, causa provávelde lesão hipóxico-isquêmica por 

processo não-inflamatório (LOVE et al., 2006).  

Este modelo experimental de NCC intraventricular contribuiu com as 

investigações que relacionam inflamação, resposta imune e neurodegeneração. 

Embora tenha observado tanto resposta Th1 quanto Th2 são na maioria das vezes, 

mutuamente antagônicas e tendem a regular uma a outra, a alteração no balanço das 

citocinas pode representar parte da patogênese das doenças neurodegenerativas. No 

entanto, essas alterações podem ser um fenômeno de uma doença inflamatória mais 

complexa que o efeito causal na cascata patológica (IMITOLA et al., 2005). A 

desmielinização é tema muito discutido na literatura, mas pouco se sabe sobre esse 

processo na NCC, portanto, outras pesquisas serão necessárias para auxiliar no 

desenvolvimento de tratamentos que concentram estratégias de bloqueio do ciclo 

inflamação/neurodegeneração/desmielinização. 
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CONCLUSÕES 

 No começo da infecção não observou diferenças estatísticas entre os grupos 

analisados. Aos 30 DAI observou-se ventriculomegalia, infiltrado inflamatório misto, 

com presença de macrófagos espumosos. No final da infecção, a ventriculomegalia 

persistia, o processo inflamatório foi predominantemente de mononucleares, com 

presença de macrófagos espumosos. 

 A resposta imune in situna NCC intraventricular experimental, não apresentou 

diferenças significativs entre os grupos analisados ao longo do processo 

experimental.  

 Na resposta imune sistêmica, aos 7 DAI a concentração de IL-10 foi 

significantemente maior no grupo infectado em relação ao controle. Aos 30 DAI, 

observou-se aumento de todas citocinas analisadastambém no grupo infectado, e no 

final da infecção predomínio da resposta imune do tipo Th2, pela presença da IL-4. 

 A desmielinização só foi observada a partir dos 30 DAI em 100% dos animais 

analisados de forma periventricular.  No final da infecção a 80% apresentaram 

desmielinização parenquimal de forma focal.  



77 

 

8 RECOMENDAÇÕES (se pertinentes) 
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ANEXOS 

Anexo 1 – Parecer do Comitê de Ética, TCLE 

Este projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo comitê de Ética em 

Pesquisa Animal da Universidade Federal de Goiás com protocolo de Nº 010 /11. 
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