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RESUMO

GIROTTO, Aline, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2007. Avaliagéo do
imunoblot no diagnostico da cisticercose bovina. Orientador: Paulo Sérgio de Arruda
Pinto. Co-orientadores: Luis Augusto Nero e Sérgio Oliveira de Paula

A cisticercose bovina ¢ uma doenga causada pela larva de Taenia saginata,

denominada Cysticercus bovis. Recentemente, tem sido sugerida, como alternativa para o

diagnodstico da doenga, a implementacdo de testes imunoldgicos, dentre eles o Imunoblot,

que tem por principio a deteccdo de anticorpos no soro. O presente trabalho objetiva a

avaliacdao do desempenho do imunoblot no imunodiagnostico da cisticercose bovina, bem

como, dos antigenos de Taenia saginata ¢ Taenia crassiceps. Os antigenos de Taenia
saginata (Tsag) foram obtidos através da infec¢do experimental dos bezerros ¢ os de

Taenia crassiceps (LVcra e Tcra), através da infec¢do experimental em camundongos

balb/c. Os antigenos foram testados no Immunoblotting frente a quatro grupos de soros-

controle: 28 amostras de soro de animais experimentalmente infectados, 32 de animais
naturalmente infectados, 28 sem doencas € 19 com outras patologias. Foram selecionados
os peptideos que reagiram somente com 0s soros positivos, os quais foram identificados
como importantes, observando os critérios de localiza¢ao (peso molecular), bem como sua
aparéncia fisica, particularmente a intensidade de cor. As bandas de 4-6, 14 ¢ 18KDa
destacaram-se entre as outras, mostrando as mais altas taxas de desempenho e um perfil

diferenciado, com érea e altura maiores, semelhantes a uma mancha. Os peptideos de 4-

6KDa apresentaram as taxas de 66,7, 66,7 ¢ 50% de sensibilidade e 97,5, 84,6 ¢ 96,2% de

especificidade quando utilizados os antigenos LVcra, Tcra e Tsag, respectivamente. O

peptideo de 14KDa apresentou 87,5, 87,5 ¢ 77,8% de sensibilidade e 97,5 94,9 ¢ 100% de

especificidade com os antigenos LVcra , Tcra e Tsag , respectivamente. O peptideo de

18KDa apresentou para LVcra, Tcra e Tsag, respectivamente, valores de 75, 41,7 e 88,9%

de sensibilidade e 97,5, 89,7 ¢ 92,3% de especificidade. Nao foram observadas reacoes

cruzadas com outras doencgas entre as trés preparacdes antigénicas ¢ os peptideos de 4-6,

14 e 18KDa. Os valores alcangados neste experimento indicam que os peptideos com peso

molecular de 4-6, 14 e 18KDa, podem ser considerados importantes no diagnodstico da

cisticercose bovina. Observaram-se baixos valores de sensibilidade do imunoblot quando
se consideraram soros de animais com infec¢ao natural, geralmente discreta. Por outro

lado, as altas taxas de desempenho demonstradas no reconhecimento dos peptideos de 4-6,

14 e 18KDa, pelos anticorpos presentes nas amostras de soros dos bovinos estudados,

caracterizam qualitativamente o teste, tornando-o til no diagnostico da cisticercose.
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ABSTRACT

GIROTTO, Aline, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2007. Evaluation of the
imunoblotting for the bovine cysticercosis diagnosis. Adviser: Paulo Sérgio de
Arruda Pinto. Co-adviser: Luis Augusto Nero and Sérgio Oliveira de Paula

The bovine cisticercosis is an illness caused by the larva of Taenia saginata called

Cysticercus bovis. Recently the implementation of immunologic tests has been suggested

as alternative for the diagnosis of the illness, amongst these tests the Immunoblotting, that

basically detect antibodies in the serum. The present work objectives the evaluation of the

Immunoblotting performance in the immunodiagnosis of bovine cisticercosis as well as of

Taenia saginata and Taenia crassiceps antigens. The Taenia saginata antigens (Tsag) was

gotten from the calves through the experimental infection and the Taenia crassiceps

(LVcra and Tcra) antigen was gotten through experimental infection in mice balb/c. The

antigens had been tested in four groups of Immunoblot control-serum: 28 samples of

animals experimentally infected, 32 from naturally infected animals, 28 samples without
illnesses and 19 samples with other pathologies. The peptides that had only reacted with
the positive serum had been selected and identified as important, observing the
localization criteria (molecular weight) as well as its physical appearance, particularly the
color intensity. Related to these characteristics, valid for three tested antigens, the bands of

4-6, 14 and 18KDa had been distinguished between the others, showing the highest taxes

of performance and a differentiated profile, with bigger area and height, similar to a spot.

The 4-6KDa peptides presented the taxes of 66.7, 66.7 and 50% of sensitivity and 97.5,

84.6 and 96.2% of specificity when used the LVcra, Tcra and Tsag antigens, respectively.

The 14KDa peptide presented 87.5, 87.5 and 77.8% of sensitivity and 97.5 94.9 and 100%

of specificity with the LVcra, Tcra and Tsag antigens, respectively. The 18KDa peptide

presented for LVcra, Tcra and Tsag, respectively, 75, 41.7 and 88.9% sensitivity values
and 97.5, 89.7 and 92.3% of specificity. Crossed reactions with other illnesses between the
three antigenic preparations and the 4-6, 14 and 18KDa peptides had not been observed.

The values reached in this experiment indicate that the peptides with molecular weight of

4-6, 14 and 18KDa, can be considered important in the diagnosis of bovine cisticercosis.

Low sensitivity values of Immunoblot had been observed when serum of animals with

natural infection, generally discrete, had been considered. On the other hand, serum

samples of antibodies from the studied bovines demonstrated high taxes of performance in
the recognition of the 4-6, 14 and 18 Kda peptides, what characterize the test qualitatively,

becoming it useful for the diagnosis of cisticercosis, as well as teste antigens.
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1. INTRODUCAO

O complexo teniase-cisticercose tem sido considerado uma zoonose reemergente
no Brasil, sendo uma das infec¢des mais difundidas em todos os continentes. Além dos
prejuizos econdmicos que acarreta, a cisticercose representa um fator de risco a Saude
Publica (QUEIROZ, 2000).

Das conseqliéncias relacionadas a saude humana, a neurocisticercose deve ser
considerada pela grande representatividade entre as patologias inflamatorias do sistema
nervoso central, que pode levar a morte e a forma intra-ocular, que pode levar a cegueira.
A causa-mortis de pacientes com sintomas neuroldgicos autopsiados ndo raramente tem
sido a cisticercose. Além disso, a doenga tem um impacto socio-econdmico significativo,
tanto pela inaptiddo tempordria ou permanente que ocasiona em individuos em idade
produtiva, quanto pelo seu alto custo em relagao ao diagndstico e tratamento (GUSSO et
al., 1999).

O Brasil possui situagdo privilegiada no cenario da bovinocultura, apresentando-se
como detentor do maior rebanho comercial do mundo, com aproximadamente 161 milhdes
de cabecgas e uma producao de 7,6 milhdes de toneladas de carcaga por ano. Atualmente, o
pais esta no topo do ranking dos paises exportadores de carne bovina, possuindo todas as

condigdes para o setor das industrias de carne e derivados alcangar maior participacao no



mercado internacional (ANUALPEC, 2007). Para acompanhar esse crescimento e buscar
cotas maiores nos mercados interno e externo, os estabelecimentos processadores de carne
estdo cada vez mais investindo em qualidade e quantidade. No entanto, no Brasil ainda sdo
preocupantes as prevaléncias de determinadas enfermidades como a cisticercose bovina,
causando prejuizos econdmicos e sanitarios na cadeia produtiva da carne.

De acordo com os resultados observados por diversos autores, a prevaléncia de
cisticercose bovina no Brasil, em frigorificos varia entre 0,7% a 5,3% (SCHEN et al.,
2002; TORRES et al., 2002).

Dados sobre a prevaléncia da cisticercose sao coletados e analisados pelos servigos
de inspecdo em matadouros, a partir do exame andtomo-patologico realizado nas carcacas,
sendo esta a unica fonte de dados para determinacdo de ocorréncia de cisticercose
(SOUZA et al, 1997). Na maioria dos paises, especialmente naqueles em
desenvolvimento, a infeccdo ¢ freqiientemente subestimada pela dificuldade no
diagnoéstico clinico. Além disso, o conhecimento da prevaléncia da doenga, tanto no
homem quanto nos animais, ¢ deficiente devido a falta de dados sistematicos e
comparaveis (OPS, 1983).

Neste contexto, o diagndstico da cisticercose bovina realizado através da inspecao
post-mortem, apresenta certas limitagcdes, apesar de ser uma importante medida para
auxiliar no controle do complexo teniase-cisticercose. Ainda que a inspe¢ao seja realizada
de forma cuidadosa, muitos casos positivos podem passar despercebidos, principalmente
naqueles onde a infec¢do ¢ moderada, que no caso da cisticercose bovina ¢ freqiiente
(UNGAR E GERMANO, 1991; RODRIGUES et al., 1993). Por razdes de natureza
estética e comercial, o inspetor normalmente ndo retalha todos os orgaos, visceras e
carcagas submetidas a inspe¢do de rotina ou posteriormente a ela. Buscando minimizar

essas falhas e sugerir uma proposta de diagnoéstico da cisticercose bovina, Monteiro et al.



(2006) através do ELISA, analisaram soros de bovinos experimentalmente e naturalmente
infectados com ovos de Taenia saginata e verificaram que o teste ndo foi favoravel a
detecgdo de anticorpos no soro de bovinos naturalmente infectados. Entretanto,
observaram que o antigeno heter6logo de Taenia crassiceps apresentou bons indices de
sensibilidade e especificidade.

A similaridade antigénica entre Taenia solium, Taenia saginata e Taenia
crassiceps, tem sido descrita por diversos autores, o que tem permitido o uso da ultima
como fonte antig€nica alternativa para o diagnostico da cisticercose humana e animal
(PARDINI et al., 2002; MONTEIRO et al., 2006). No entanto, deve-se ressaltar a escassa
quantidade de publicacdes que descrevam o uso do imunoblot com a finalidade de se
diagnosticar a cisticercose bovina e que permitem avaliar as variagdes possiveis quando se
emprega antigeno de Taenia saginata e Taenia crassiceps nas diversas metodologias
imunolodgicas.

Desta forma, dada a importancia da cisticercose em saude publica e o fato de que
muitos casos positivos ndo sdo detectados na inspe¢ao post-mortem, torna-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas adicionais que explorem a producdo de antigenos
heter6logos (cisticercos de Taenia crassiceps), e a utilizagdo destes em testes diagnosticos
da doenga, visando reduzir o risco a saide humana e minimizar os prejuizos relacionados a

exploracdo pecudria.



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma proposta de
diagnostico da cisticercose bovina pelo imunoblot, utilizando diferentes extratos
antigénicos de cisticercos de Taenia saginata e Taenia crassiceps, com os seguintes
objetivos especificos:

- Avaliar as reacdes imunoldgicas pelo imunoblot nos soros dos bovinos positivos
e negativos para cisticercose, em um protocolo de padronizagdo previamente testado;

- Determinar o peso molecular e definir a importancia diagnostica dos peptideos
detectados no teste;

- Analisar o comportamento dos antigenos total de cisticercos de Taenia saginata
(Tsag) e antigenos total (Tcra) e vesicular (LVcra) de cisticercos de Taenia crassiceps
frente a soros-controle negativos e positivos para cisticercose e soros com outras

enfermidades em bovinos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Histdrico e importancia econémica da cisticercose

A cisticercose foi observada pela primeira vez em humanos no século XVI,
entretanto a natureza dessa helmintiase ficou desconhecida até a segunda metade do século
XIX, quando pesquisadores alemaes demonstraram que a forma larvaria da Taenia solium
era responsavel por desenvolver a cisticercose em animais ¢ humanos (DEL BRUTTO E
SOTELLO., 1988). Baseando-se em descri¢des sobre as ténias em trabalhos da
antiguidade, considerando habitos alimentares dos povos e ainda os conhecimentos atuais
sobre a epidemiologia e histéria natural dos agentes, Foster (1965), concluiu que as
espécies de té€nias prevalentes nos povos que viviam as margens do Mar Mediterraneo
eram a Taenia saginata e a Taenia solium.

A distingdo entre as duas espécies foi feita primeiramente por Goeze (1782), citado
por Santos (1982). Leuckart, em 1861, utilizando proglotes gravidas, infectou bovinos
adultos, que desenvolveram posteriormente a cisticercose. Descobriu-se entdo o

Cysticercus bovis, forma larvaria da Taenia saginata.

Em frigorificos brasileiros, o julgamento de animais com cisticercose pode gerar
varios custos adicionais e prejuizos, inclusive para produtores. Para verificacdo e controle,

os procedimentos adotados s@o: o seqiiestro durante periodo minimo de 15 dias de



carcagas parasitadas, o tratamento sanitario aplicado as mesmas para destrui¢ao dos cistos,
que pode ser por temperatura (calor ou frio) ou por acdo quimica (salga). Ainda pode
ocorrer impedimento em exportar as carcagas parasitadas, custos com mao de obra,
eletricidade, vapor, perda total das carcagas por ocasido de infecgdes macigas e até mesmo
a recusa dos frigorificos em comprar animais de propriedades infectadas.

Quando sdo encontrados cistos vivos apenas nas visceras, as carcagas sao
destinadas ao tratamento pelo frio (15 dias em camara de congelamento a -18°C), sendo
necessarios pelo menos 2 dias para o congelamento total. Nessa condi¢do o produto ¢
comercializado com desagio de 20% no valor do traseiro com osso ¢ de 15% no valor do
dianteiro com osso. Quando os cistos sdo encontrados na carcaca, ela ¢ destinada a
conserva (carne do tipo industria, imprépria para o consumo humano in natura),
apresentando desdgio de cerca de 65% (QUEIROZ et al., 2000; MIRANDA, 2002).

Segundo os mesmos autores, para um abate mensal de 12.000 cabegas e um indice
médio de 1,5% de carcacas congeladas, o prejuizo pode chegar a R$ 232.000,00.

As perdas econdmicas pelas condenagdes de carcagas bovinas e suinas infectadas
por cisticercos sao consideraveis. Na América do Sul, estas perdas sdo da ordem de 420

milhdes de dolares anuais (MIRANDA, 2002).

3.2. Aspectos bioldgicos da Taenia saginata

O parasita pertence ao filo Platyhelminthes, classe Cestoda, ordem Ciclophyllidea,
familia Taeniidae, género Taenia, espécie saginata (NCBI, 2007). Taenia saginata ¢ um
cestoide plano em forma de cinta, de cor esbranqui¢cada, que pode medir de 4 a 25m de
comprimento. Habita o intestino delgado do homem, vivendo preso a ele por meio de um
escolex piriforme de 1 a 2 mm, formado por quatro ventosas de 0,5 a 0,8 mm de diametro,

ndo possuindo rostelo nem ganchos (NEVES, 2005). Consta de uma cabega ou escolex,



seguida de uma por¢do chamada zona germinativa, que da origem a um conjunto de
segmentos ou proglotes, formando o estrobilo (NASCIMENTO, 1991).

As proglotes mais proximas da zona germinativa sdo as imaturas, seguidas
pelas maduras, nas quais estdo presentes os orgaos reprodutores masculinos ¢ femininos
bem diferenciados. Cada proglote ¢ uma unidade independente produtora de ovos que
contém embrides infectantes. As mais distais sdo as gravidas, presentes nos ramos
uterinos. Cada proglote pode conter até 100.000 ovos, ¢ habitualmente se desprende do
estrobilo em cadeias curtas e sdo eliminadas com as fezes (UNGAR et al.,, 2001).

Os ovos de Taenia saginata, medem de 46 a 50 por 39 a 41 um, e possuem uma
membrana estriada radialmente, chamada embrioforo, que secreta queratina e circunda a
oncosfera ou embrido hexacanto (URQUHART et al., 1990).

A forma larvaria (cisticerco) da Taenia saginata, Cysticercus bovis, tem a forma de
uma vesicula semitransparente com cerca de 15 mm de comprimento por 7 a 8§ mm de
largura, possui liquido vesicular e um escélex invaginado em seu interior (PESSOA E
MARTINS, 1982). O liquido vesicular por sua vez ¢ composto por dgua, sais minerais,
proteinas, uréia, creatina, acido urico, glicose e tracos de colesterol (SPINA-FRANCA,
1976).

O metacestoide ou cisticerco quando ingerido pelo hospedeiro definitivo fixa-se a
mucosa pelo escolex invaginado e passa a se desenvolver até chegar a fase adulta durante
cerca de trés meses. O verme adulto se aloja no intestino delgado do homem, formando
uma cadeia de proglotes atingindo assim o fim do desenvolvimento. Estas se desprendem
do estrobilo (apolise), por ruptura ao longo dos sulcos que marcam os limites entre elas.
As proglotes destacam-se geralmente uma a uma, sendo eliminadas ativamente gracas a
sua robusta musculatura, ou através das fezes (NEVES, 2005).

Em geral as proglotes se rompem no meio externo por efeito da contragdo



muscular ou da decomposic¢do de suas estruturas, liberando assim os ovos no solo. A
ingestao de ovos maduros pelo hospedeiro intermediario é indispensavel para a instalagdo
da infecgdo por cisticercose (ACHA E SZYFRES, 1986; ALUJA et al., 1987; CORTES,
2000; REY, 2001; NEVES, 2005). Ao atingir o estdbmago ¢ o intestino, a agdo combinada
do suco gastrico e da pepsina inicia um processo de digestio do embridforo, que se
completa com a interven¢do da pepsina pancreatica. Nesta fase ocorre a ativagdo do
embriio hexacanto pela a¢do conjunta da bile e tripsina (CORTES, 2000). Uma vez
liberado, o embrido insinua-se pelas estruturas anatomicas da mucosa intestinal, ganha a
circulagdo sanguinea, sendo entdo transportado passivamente até a sede de sua localizagdo
definitiva, onde evolui até a formagdo do cisticerco. O Cysticercus bovis apresenta
predilegdo por diferentes 6rgaos e tecidos que apresentem irrigagdo intensa devido a maior
atividade funcional como musculos esquelético e cardiaco. (ABDUSSALAM, 1975;
ACHA E SZYFRES, 1986; ALUJA et al., 1987; PATHAK, 1989; CORTES, 2000; REY,
2001).

Os primeiros estdgios macroscopicamente visiveis podem ser detectados nos
musculos por volta de 6 a 12 dias apds a infeccdo e alcancam estrutura vesicular
caracteristica em aproximadamente 6 semanas. No entanto, cisticerco somente estara
completamente maduro em 60 a 75 dias ap6s a infec¢ao, permanecendo vidvel no musculo

por alguns meses (ALUJA et al., 1987; PATHAK, 1989; REY, 2001).

3.3. Aspectos epidemioldgicos

3.3.1. Caracteristicas epidemiolégicas do complexo teniase-cisticercose



O complexo teniase-cisticercose ¢ uma zoonose, que engloba, na realidade, duas
doengas distintas, com sintomatologia e epidemiologia diferentes: a teniase, fase final do
ciclo do parasita, presente apenas no homem, e a cisticercose, estagio larval da Taenia
saginata, que acomete bovinos, ou da Taenia solium, que acomete suinos ¢ humanos.

O homem ¢ o tnico hospedeiro definitivo da forma adulta tanto da Taenia saginata
quanto da Taenia solium (UNGAR et al., 2001). Ao alimentar-se com carne suina ou
bovina contendo cisticercos, crua ou mal cozida, o homem adquire a teniase
(NASCIMENTO, 1991). Apo6s a ingestao da larva, em aproximadamente trés meses, ja se
tem o parasita adulto no intestino delgado. Quando evacua em local inapropriado, o ser
humano contamina o meio ambiente com ovos eliminados nas fezes. O suino ou o bovino
ao ingerirem fezes humanas (direta ou indiretamente) contendo ovos de Taenia solium ou
Taenia saginata, respectivamente, adquirem a cisticercose. Ainda, o esgoto nao tratado ¢é
uma importante via de transmissdo da doenca, principalmente devido ao seu uso como
fertilizante em pastagens ou mesmo quando contamina fontes de agua de dos animais,
podendo causar surtos de cisticercose em criagdes (ILSOE et al., 1990; KYVSGAARD et
al., 1991).

A cisticercose humana ¢ transmitida através do consumo de alimentos crus mal
lavados, ingestdo de ovos embrionados com a dgua de bebida, ou ainda, pela auto-
infeccdo, decorrente de maus habitos de higiene (SANTOS, 1996). O periodo de
incubagdo para a cisticercose humana pode variar de 15 dias a muitos anos apos a
infec¢do. Os ovos de Taenia solium e de Taenia saginata podem permanecer viaveis por
varios meses no meio ambiente, principalmente em presenca de umidade (ILSOE et al.,
1990)

A ocorréncia do complexo teniase-cisticercose no homem ¢ diretamente

influenciada por héabitos de natureza alimentar e por principios de higiene. Os principais



fatores que favorecem a contaminag¢do do meio ambiente pelos ovos, abrangem a higiene
pessoal deficiente, a precariedade das condigdes sanitdrias e o baixo nivel socio-

econdmico-cultural da populacdo (UNGAR E GERMANO, 1991; FUNASA, 2007).

3.3.2. Prevaléncia da cisticercose bovina

A cisticercose bovina ¢ a zoonose parasitaria mais freqiientemente diagnosticada
em matadouros frigorificos, sendo a principal causa de condenagdes, seqiiestros e
aproveitamentos condicionais de carcagas, acarretando grandes prejuizos tanto ao produtor
quanto ao frigorifico (UNGAR et al., 2001).

Dados obtidos nos matadouros, através da inspecdo sanitaria, sdo importantes para
se tracar a prevaléncia e a evolugdo dessa doenga. Para isso ¢ fundamental o conhecimento
da origem do lote, observando-se os locais de criacdo e terminagdo e ndo apenas a
localidade (MIRANDA, 2002).

Santos (1993) alerta que as véarias taxas de prevaléncia da cisticercose bovina
registradas no pais ndo sdo consideradas como um todo, pois a maioria dos dados estdo
diluidos e ndo refletem exatamente a realidade nacional. Ainda, variacdes de prevaléncias
observadas da parasitose entre os animais de uma determinada regido poderiam ser
justificadas pela deficiéncia e/ou falta de padronizacdo na aplicacdo das técnicas de
inspecao post-mortem adotadas pelas equipes de fiscalizagdo sanitaria nos matadouros.

A prevaléncia de cisticercose poderia ser maior, se 0s nimeros originarios do abate
clandestino fossem considerados (MIRANDA, 2002). Acredita-se que, com a instalagdo

do servico de Inspecdo Municipal, um grande contingente de animais que antes eram
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levados ao abate clandestino, sofra fiscalizagdo (ALMEIDA et al., 2002), permitindo uma
melhor estimativa da prevaléncia da doenca.

Segundo Calil (1984), o numero de casos de cisticercose em estabelecimentos sob
fiscalizagcdo do Servigo de Inspe¢do Federal (SIF) no estado de Sdao Paulo, entre 1980 e
1983, representou 4,02% dos bovinos abatidos, concordando com Barra e Ferreira (1984),
que verificaram a mesma freqiiéncia em fevereiro de 1983.

Em estudo de prevaléncia realizado por Ungar e Germano (1992), a partir de dados
do abate bovino fornecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, em
Ribeirdo Preto, em SP, a cisticercose apresenta prevaléncia de 6,34%, em Bauru 7,39% e
em Marilia 7,98%.

No estado de Sao Paulo, Ungar & Germano (1992), relataram que de um total de
896.654 bovinos abatidos sob inspecdo do SIF, foram encontrados 48.957 casos de
cisticercose bovina, correspondendo a uma prevaléncia de 5,5%, enquanto para outros
Estados estimaram que esta prevaléncia estivesse entre 0,7 e 5,3%. Moreira et al. (2002),
realizaram o controle do abate de 10.679 bovinos em 41 municipios do Estado de Minas
Gerais, e observaram 473 animais (4,43%) com cisticercose.

No municipio de Tupa, SP, no ano de 1992, em estabelecimento sob inspe¢do
federal, a prevaléncia da cisticercose bovina foi de 12,5%. No ano seguinte, a prevaléncia
observada para o mesmo estabelecimento foi de 10,7% (MANHOSO, 1996).

Segundo Santos (1996), a prevaléncia da cisticercose bovina variava no Brasil
entre 4 a 6%, e a suina entre 0,5 a 1,0% nos estabelecimentos registrados no SIF. O
mesmo autor ressalta que a prevaléncia da cisticercose bovina em propriedades rurais

chegou a atingir indices superiores a 10%.
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Segundo Queiroz et al. (2000), entre 1993 e 1997, a cisticercose constituiu a
principal causa de condenacdo de bovinos em matadouros de Minas Gerais, registrando
uma prevaléncia de 0,32-6,86%.

Avangos tecnologicos na suinocultura diminuiram gradativamente a prevaléncia da
cisticercose suina, porém, os registros do diagndstico da neurocisticercose humana e da
cisticercose bovina vém aumentando (SANTOS, 1996; QUEIROZ et al., 2000; PAIVA,

2007).

3.4. Resposta humoral de bovinos com cisticercose

Em modelos experimentais foram identificados varios mecanismos utilizados pelo
cisticerco, para modular a resposta imune e inflamatoria. O parasita secreta um inibidor de
serina proteinase, também chamada de taeniaestatina, que inibe a ativacdo do
complemento, de linfocitos e a produgdo de citocinas. A superficie do parasita ¢ recoberta
por uma camada de polissacarideo, que afasta a ativagdo do complemento da parede do
cisto. A paramiosina presente no parasita também inibe a via cldssica de ativacdo do
complemento. O parasita produz prostaglandinas e proteinas de baixo peso molecular, que
diminuem a inflamacao e alteram a producgdo de citocinas nos linfocitos T auxiliares 2
(Th2). O cisticerco secreta proteases que podem degradar interleucinas (IL2) e
imunoglobulinas. Os cisticercos viaveis estimulam a producdo de imunoglobulinas, que
paradoxalmente aumentam o tamanho do cisto e degradam aminoacidos (WHITE, 2000).

De acordo com o mesmo autor, quando o cisticerco estd morrendo a resposta
inflamatoria ¢ composta primariamente por linfocitos, porém observa-se a participagdo de

neutrofilos e eosinodfilos. Nos estagios iniciais da morte do parasita, ocorre a estimulagdo
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de citocinas produzidas por linfocitos T auxiliares 1 (Thl), Interferon Gama e Interleucina
2.

PAWLOWSKI (1982), pelo teste de precipitacdo em gel, detectou anticorpos aos
dois meses, apds a infec¢do experimental de bezerros, permanecendo a reagdo fortemente
até os 3-6 meses. Entretanto ndo encontrou reacdo evidente em casos de infecgoes leves.
Segundo o mesmo autor, a resposta imunolodgica de animais mais novos ¢ menor quando
comparada a resposta de animais mais velhos.

Harrison e Sewell (1981), em teste de hemaglutinacdo indireta, detectaram
anticorpos duas a seis semanas apés a infec¢do oral com ovos de Taenia saginata em
bovinos com trés meses a um ano de idade.

Minozzo et al. (2004), através do teste imunoenzimatico (ELISA) verificaram que,
apos a infecgdo com ovos de Taenia saginata, os animais passaram a produzir anticorpos
contra o referido parasito. O aumento da produ¢do de IgG em bezerros infectados coincide
com os observados por Harrison e Sewell (1981), Gallie e Sewell (1981), Kamanga-Sollo
et al., (1987), Kyvsgaard et al., (1991), Smith et al., (1991) e Hayung et al. (1991).

Brandt et al. (1992) detectaram anticorpos na 6* semana pos-infeccdo, com um
nivel crescente até 20* semana, quando realizaram o abate dos animais. Emre (1997)
detectou resposta de anticorpos 4 semanas apoés a infecgdo quando os animais albergavam

mais de 100 cisticercos vivos.

3.5. Diagndstico e controle de bovinos com cisticercose

A inspe¢do de carnes realizada em matadouros possibilita o diagnostico da

cisticercose através de exame "post mortem" (UNGAR et al., 2001). Rotineiramente o

diagnoéstico da cisticercose bovina ¢ baseado na inspecdo das carcagas e visceras, de
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acordo com o artigo 176 do Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA) (BRASIL, 1997), apos cortes especificos. Nesse exame, s3o
realizadas incisdes na musculatura e em 6rgaos onde os cistos sd3o encontrados com maior
freqliéncia e o diagnostico se faz através da visualizagdo macroscopica dos mesmos (OPS,
1983; GEMMELL et al., 1983). A predile¢ao do cisticerco por essas areas esta relacionada
com o maior aporte sanguineo, levando a um rico suprimento de mioglobina e taxas
respiratdrias mais elevadas (ALUJA et al., 1987; PATHAK, 1989; REY, 2001).

Ainda que seja realizada de forma cuidadosa, segundo Acha e Szifres (1986) e
Fukuda et al. (1998), a inspecao post mortem baseada em cortes nos tecidos de preferéncia
¢ pouco eficaz, e em muitos casos de infeccdo leve pode ndo detectar os cisticercos, pois,
por razdes de natureza estética e comercial, o inspetor normalmente ndo retalha todos os
orgdos, visceras e carcacas submetidas a inspecdo de rotina. Este fato ¢ confirmado por
Santos (1993), que comparou o nimero de cisticercos detectados pelos procedimentos
normais de rotina, com o nimero de cisticercos evidenciados por minucioso fatiamento
dessas mesmas por¢cdes e de outras ndo rotineiramente examinadas em carcacas.
Constatou-se que nos procedimentos normais de rotina de inspecdo ndo foi possivel
detectar de 26,0 a 56,7% dos animais infectados em relacdo aos casos pesquisados. Neste
contexto, Abdussalam (1974), Walter e Koske (1980), Santos (1993) enfatizam que quanto
mais leve o grau de infec¢do, maior a possibilidade de ndo detec¢do de cisticercos pelos
procedimentos normais de rotina de inspegao.

Apesar dessa limitagdo, na maioria dos paises a inspe¢do de carnes ¢ a Unica
medida rotineiramente aplicada no controle e preven¢do do complexo teniase - cisticercose
(WALTER E KOSKE, 1980; PAWLOWSKI, 1982; OPS, 1983; GRACEY E COLLINS,

1986; FUKUDA et al. 1998; UNGAR et al., 2001).
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Com relagdo aos critérios de julgamento e destinacdo de carcagas acometidas pela
cisticercose, a Legislagdo Brasileira (BRASIL, 1997) prevé, apos cuidadoso exame da
rotina de inspecdo, basicamente 3 destinos: liberagdo, condenacdo e aproveitamento
condicional. No ultimo caso, carcagas com cisticercos podem ser tratadas através do frio,
salga e pelo calor, com intuito de eliminar a possibilidade de tranmissdo da teniase e
também reduzir as perdas econdmicas pela condenacdo (BRASIL, 1997; RODRIGUES,
1993). A condenagdo total ¢ indicada para casos de infecgdes generalizadas. A liberagdo
da carcacga in natura ¢ prevista quando for encontrado um tnico cisto calcificado, apos a
sua excisdo. Nos casos de infeccdo moderada ou localizada, as carcacas e 6rgdos afetados
podem ser aproveitados, apos serem submetidos a um dos seguintes tratamentos: pelo frio
(-18° C por 15 dias), pelo calor (a temperatura minima de 60° C) e pela salga (OPS, 1983;
NASCIMENTO, 1991).

Devido as limitacdes do exame anatomo-patologico na deteccdo de carcacas
parasitadas, existe a necessidade urgente do desenvolvimento e implementacdo de
métodos diagndsticos auxiliares, que poderiam servir como alternativa ou aperfeigoamento
da inspecao nos matadouros, em investigacdes epidemioldgicas ou na rastreabilidade deste
agente patogénico através de exames em animais vivos (QUEIROZ et al., 2000;
MINOZZO et al.,, 2004). Neste proposito alguns métodos imunoldgicos vem sendo

indicados.

3.6. Diagnostico imunologico da cisticercose bovina

3.6.1. Antigenos empregados no imunodiagnostico
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Em virtude da dificuldade de obtencdo de cisticercos nas carcagas de bovinos
infectados, um recurso utilizado ¢ o uso de formulagdes antigénicas de espécies
heterdlogas, as quais vém possibilitando a obtencdo de bons resultados a partir da
observagao da existéncia de antigenos comuns entre espécies diferentes de té€nias (ROSSI
et al.,, 2000; MONTEIRO et al., 2006). De acordo com Bueno et al. (2000), em trabalhos
de caracterizagdo de antigenos de cisticercos de Taenia crassiceps, observaram que parte
dos antigenos comuns entre Taenia crassiceps e Taenia solium sdo glicoproteinas que
podem ser uteis no imunodiagnoéstico da cisticercose.

A Taenia crassiceps ¢ um cestoideo de raposas, isolada em 1962 no Canada.
Posteriormente foram descritas infecgdes naturais e experimentais obtendo a forma
larvaria, denominada Cysticercus longicollis, que é encontrada em roedores. Por meio de
sucessivas inoculagdes em camundongos via intraperitoneal, isolou-se a cepa ORF, que
tem a capacidade de reproduzir-se assexuadamente por brotamentos exdgenos
(LARRALDE, 1989; BUENO et al., 2000).

Diversos trabalhos enfatizam a facilidade de manuteng¢ao e obtencao do parasita em
condicdes de laboratorio, além de evidenciarem resultados favordveis a utilizagdo e
desempenho destes antigenos em testes imunoldgicos com cisticercose suina e bovina,
podendo assim solucionar o problema da disponibilidade e quantidade de antigenos
(ROSSI et al., 2000; PARDINI et al., 2002; MACEDO et al., 2002; ARRUDA et al.,
2005; MONTEIRO et al., 2006; SUZUKI et al., 2007))

A obtencdo e utilizacdo de antigenos alternativos, recombinantes e peptideos
sintéticos pode ser um avango em relacdo a fonte de antigenos e para implementar a
eficiéncia tanto dos testes diagndsticos, aplicados em amostras de soros humanos e

bovinos, quanto na eficiéncia de vacinas para cisticercose (TOLEDO et al., 1999)
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3.6.2. Métodos imunoldgicos

A freqiiéncia elevada da cisticercose humana e a severidade das manifestacdes
neurologicas que ocorrem nestas condi¢des, indicam a importancia do complexo teniase—
cisticercose, justificando a aplicacdo de métodos eficazes no diagnodstico € no controle
destas doengas no homem e nos animais (COSTA-CRUZ et al., 1995).

Os métodos imunoldgicos a serem empregados no diagnodstico de qualquer
patologia devem apresentar alta sensibilidade e especificidade, valendo-se da utilizagdo de
reagentes estaveis, além de serem praticos e economicos. Em trabalhos epidemiologicos
feitos em paises em desenvolvimento com alta prevaléncia de helmintoses, testes com alta
especificidade sdo de grande importancia. (GONZALEZ et al., 1990).

Os métodos imunologicos de diagnostico da cisticercose mais utilizados na ultima
década sao os testes ELISA e Imunoblot. (GONZALEZ et al., 1990; PINTO et al., 2000).

O teste ELISA tem sido largamente empregado no diagndstico de diferentes
patologias, incluindo a cisticercose, apresentando alta sensibilidade e especificidade, além
de boa reprodutibilidade (PTALARISSI et al., 1987; KUMAR E GAUR, 1987; MINOZZO
et al.,, 2004; SUZUKI et al., 2007; NETTO et al., 2007). Porém, imunoblot para o
diagnéstico da cisticercose humana tem apresentado sensibilidade e especificidade
superiores as encontradas no ELISA, demonstrando ser um importante método para o
diagnostico da infecgdo pela Taenia solium, (TSANG et al., 1991; PATHAK et al., 1994;
ITO et al., 1999; BRAGAZZA et al., 2002; MACEDO et al., 2002) sendo ainda incipiente
o seu emprego no diagnostico da Taenia saginata.

No imunoblot, os antigenos estdo disponiveis em partes, peptideos de alto e baixo

valor diagnoéstico, possibilitando reagdes individuais com diferentes isotipos de anticorpos
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e no ELISA estes peptideos s6 estdo disponiveis em mistura, inviabilizando a separagdo
entre as reagdes especificas e inespecificas (DIAZ et al., 1992).

Embora pesquisas que explorem o uso do imunoblot no diagnoéstico da cisticercose
bovina ainda sejam escassas, a técnica ja vem sendo utilizada com sucesso no diagnostico
da cisticercose suina e humana ( PINTO et al., 2001; SATO et al., 2003).

Gottstein et al. (1987), concordando com os achados de Diaz et al. (1992) em
relacdo a superioridade do imunoblot sobre o ELISA no diagnostico da cisticercose
humana, verificaram 92% de sensibilidade ¢ 100% de especificidade quando utilizaram os
isotipo anti-26 KDa ou anti- 8 KDa com o critério no diagnostico.

Tsang et al. (1989), empregando antigeno de glicoproteinas purificadas no
imunoblot para diagnostico da cisticercose humana, baseando-se na identificacdo de
glicoproteinas especificas (50, 24, 21, 18, 14 e 13 KDa), alcangaram elevados indices de
especificidade, valores semelhantes aos encontrados por Gonzalez et al. (1990) para o
diagnostico da cisticercose suina.

Diaz et al. (1992) e Montenegro et al. (1994) também consideram as glicoproteinas
com peso molecular de 50, 42 — 39, 24, 21,18 14 e 13 KDa como especificas no
diagnostico da cisticercose humana pelo teste do imunoblot.

Em ensaios de Pathak et al. (1994) o imunoblot se comportou como um teste util
no diagnostico ante-mortem da cisticercose suina. Quatro bandas antigénicas de baixo
peso molecular (8, 11,16 e 23 KDa) reconheceram 90% dos soros positivos sem acusar
reagdo cruzada com outras patologias.

Gottstein et al. (1986) usando o extrato antigeno de Taenia solium no teste de
imunoblot para o diagndstico de cisticercose humana, reportou boa sensibilidade e
especificidade em relacdo a moléculas de 8 e 26 KDa. Larralde et al. (1989) detectaram

bandas similares no reconhecimento de pessoas positivas a cisticercose.
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Rodriguez-Canul et al. (1997) descreveram que as proteinas de 7 ou 8 KDa de
Taenia solium possuem propriedades diagnoésticas, da cisticercose humana, similares as
encontradas com proteinas de 10KDa.

Rossi et al. (2000), avaliando diferentes extratos antigénicos de Taenia solium e de
Taenia crassiceps na detecgdo de anticorpos em pacientes com neurocisticercose,
obtiveram resultados excelentes com extratos da Taenia crassiceps, que mostrou ser
sensivel e especifico, reconhecendo com maior freqiiéncia a banda de 18 KDa, no soro e
liquido cefalorraquidiano. Neste mesmo estudo, comparando o ELISA com o imunoblot,
observaram que o imunoblot ¢ melhor por sua alta sensibilidade (100%) e especificidade
(100%) para a detecg¢do de anticorpos, concordando com a observacdo de outros autores
(DIAZ et al., 1992; TERRAZAS et al., 1994; SCHANTZ et al., 1994).

Simac et al. (1995), também reportaram que as proteinas de 13 e 14 KDa de
Cysticercus cellulosae tem uma elevada reatividade imunologica com soros e liquido
cefalorraquidiano, as quais foram consideradas como marcadores potenciais da
cisticercose cerebral ativa.

Vaz et al. (1997) observaram a imunodominancia das proteinas de 72, 62 e 42 KDa
quando utilizaram o antigeno de membrana de Taenia crassiceps e 72-68, 95-92 KDa
quando utilizaram o antigeno de liquido vesicular no diagnostico cisticercose cerebral
humana.

Shiguekawa et al. (2000) consideraram as proteinas de 24, 39-42, 47-52, 56, 64-68,
126-155 KDa do antigeno total de Taenia solium e 18, 24, 26-28, 32-36, 47-52 ¢ 75 do
antigeno de fluido vesicular como imunodominantes no diagndstico da neurocisticercose,
com altos indices de especificidade.

Pinilla et al. (2003) em analise de soros humanos com neurocisticercose

encontraram com maior freqiiéncia de reconhecimento as proteinas de 29, 45 e 66 KDa,
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resultados semelhantes aos encontrados por Winograde et al. (1999) e EV et al. (1999).
Determinaram ainda, para o imunoblot, 79% de sensibilidade e 89% de especificidade.

Macedo et al. (2002), utilizando como antigeno Taenia solium e Taenia crassiceps,
obtiveram para ambos os antigenos sensibilidade de 86% e especificidade de 99% no
diagnostico da neurocisticercose.

Gekeler et al. (2002), com antigeno de Taenia solium, obtiveram sensibilidade ¢
especificidade de 81,7% e 94,4% respectivamente, em soros de pacientes com
neurocisticercose.

Gottstein et al. (1987) relataram 92% de sensibilidade e 100% de especificidade do
Imunoblot no diagnoéstico da cisticercose humana.

Oliveira et al. (2007) utilizando antigeno de Taenia saginata para o diagnostico da
neurocisticercose obtiveram 85% de sensibilidade e 93,6 de especificidade.

Considerando os dados apresentados, sugere-se que a associacao das duas técnicas,
ELISA e imunoblot, proporcionariam melhoria no diagnostico da cisticercose, com
importancia equivalente em estudos soroepidemioldgicos, nos quais o ELISA pode ser
usado para uma sele¢do inicial e o imunoblot como teste confirmatério (TSANG et al.,

1991).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacao dos grupos de soros-controle

Foram utilizados soros de 60 bovinos positivos para cisticercose, 32 bovinos
naturalmente infectados e 28 diferentes amostras de 4 animais experimentalmente
infectados, além de soros de 28 bovinos sem doencas (soros negativos para cisticercose).
Também foram estudadas eventuais reagdes cruzadas com soros de 19 bovinos portadores
de outras patologias (tuberculose, hidatidose, fasciolose, actinomicose, actinobacilose e
anaplasmose).

As enfermidades mencionadas, bem como a positividade e negatividade dos
animais para a cisticercose foram confirmadas pelo teste de ELISA e pelo exame post-
mortem, baseado na técnica estabelecida na “Rotina Oficial nas Linhas de Inspe¢do” do

SIF (BRASIL, 1997), considerando o minucioso exame em locais de instalacdo dos
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cisticercos, como lingua, coragdo, diafragma, musculos da mastigagdo e da carcaga,

conforme Santos (1993).

4.2. Preparo do material

4.2.1. Infeccdo experimental dos bovinos

Quatro animais da raga Holandesa, desmamados e sabidamente negativos para
cisticercose, foram inoculados com ovos de Taenia saginata, em instalagdes do hospital
veterinario da Universidade Federal de Vigcosa (UFV). Os ovos foram obtidos de uma
paciente com exame de fezes positivo para Taenia spp, apos tratamento com Niclosamida
(Bayer AG, Leverkunsen, Germany), 2g em dose Unica, seguida da administragdo de
purgativo salino apds 2 horas. A ténia eliminada foi lavada por varias vezes em solucdo
fisioldgica contendo penicilina e estreptomicina, procedendo-se, em seguida, a retirada dos
ovos das proglotes, que foram mantidos na mesma solugdo até o momento da inoculagdo
(VERASTEGUI et al., 2000). Procedeu-se a avaliagdo morfologica das proglotes. O
indculo foi padronizado em camara de Neubauer através da contagem dos ovos. Com
auxilio de sonda gastrica, cada animal foi inoculado por via oral com cerca de 120.000
ovos (HITO e HASHIMOTO, 1983).

Antes e apds a inoculagdo, os bovinos inoculados foram submetidos a coletas
periddicas de aproximadamente 10ml de sangue por meio da veia jugular, em intervalos de
15 dias, até o momento do abate (225 dias). Apds centrifugacdo, o soro foi separado em
aliquotas e armazenado em freezer a —20°C.

O aparecimento das reagdes imunologicas desde o dia da inoculacdo até o o

momento do abate foi monitorado através do teste de ELISA.
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4.2.2. Obtencéo da forma larvéria da Taenia saginata (Cysticercus bovis)

Apos insensibilizacdo e sangria dos animais foi realizada a andlise dos tecidos,
através de finos cortes paralelos. Na cabeca foram dissecados os musculos mastigadores,
lingua, além de outros musculos. Ainda, foram analisados os musculos das regides
esofagica, cervical, dorsal, ventral e musculos costais, diafragma e dos quartos traseiros ¢
dianteiros. Desta mesma forma, 6rgdos como o coracdo, pulmdo, rins, bago, pancreas ¢
figado foram dissecados e examinados. Os cisticercos encontrados (Figura 1) foram

mantidos em solu¢ao salina, liofilizados e utilizados em seguida no preparo dos antigenos.

Figura 1. Cysticercus bovis (pinga) em cora¢do de bovino portador de infecg¢do

generalizada.

4.2.3. Obtencdo da forma larvaria da Taenia crassiceps (Cysticercus longicollis)

Os cisticercos utilizados no preparo do antigeno total de larva de Taenia crassiceps

foram obtidos através de infec¢do experimental com inoculagdo intraperitoneal (agulha de
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calibre 25x7mm e 0,2ml de PBS (Na,HPO4 0,0075M; NaH,PO4 0,0025M; NaCl 0,14 - pH
7,2) de 10 parasitas (formas pequenas), em camundongos fémeas BALBc de 8-12
semanas.

Apo6s 90 dias, os animais com aumento do volume abdominal foram sacrificados
por inalagdo de éter etilico e sangria, ¢ os parasitas foram retirados cuidadosamente da
cavidade peritoneal por meio de compressdo do peritoneo, sendo eliminados aqueles em
fase de degeneragdo ou calcificagdo e o restante utilizado em seguida no preparo dos

antigenos, evitando a ruptura das vesiculas (Figura 2).

Figura 2. Camundongo experimentalmente inoculado apresentando cisticercos

intraperitonealmente, apos retirada do tecido cutaneo

4.2.4. Preparo do antigeno total de cisticercos de Taenia crassiceps (Tcra)
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O antigeno foi preparado seguindo as recomendagdes de Pinto et al. (2001), com
algumas modificacdes.

Os cisticercos foram liofilizados e em seguida triturados em gral para obteng¢ao do
p6 e adicao de de adicdo de solucdo salina 0,15M obtendo uma proporcao final de 6,5 a
10%. A mistura foi homogeneizada em homogeneizador de Potter, em banho de gelo e
centrifugada a 17.400g, & temperatura de 4 °C, durante 30 minutos. Ao sobrenadante foi
adicionado um inibidor de protease PMSF (0,25M — 10ul/ml) e a solugdo antigénica

resultante foi aliquotada e estocada em freezer a -20°C.

4.2.5. Preparo do antigeno vesicular de cisticercos de Taenia crassiceps (LVcra)

O antigeno LVcra foi preparado através da centrifugag@o dos cisticercos a 35.000g,

a temperatura de 4 °C, durante 30 minutos. Posteriormente, ao sobrenadante foi

adicionado um inibidor de protease PMSF (0,25M — 10ul/ml) e a solugdo antigénica

resultante foi aliquotada e estocada em freezer a -20°C.

4.2.6. Preparo do antigeno total de cisticercos de Taenia saginata (Tsag)

Para o preparo do antigeno total Tsag, seguiu-se o mesmo procedimento

empregado para o preparo dos antigenos Tcra, com atencdo especial para a conservagao

em gelo dos cisticercos durante a sua separacdo da carne bovina, evitando a incorporagado

de tecidos musculares.

4.2.7. Dosagem de proteinas
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A concentracdo protéica dos antigenos foi determinada baseada no método do

acido bicinconinico, através do kit Sigma BCA-1 (Sigma, ST Louis, MO, USA).

4.2.8. ELISA

O teste ELISA foi desenvolvido com o propdsito de acompanhar a evolugdo da
resposta imune dos bezerros inoculados com ovos de Taenia saginata e definir o grupo de
soros-controle experimentalmente positivos, na impossibilidade de realizacdo do exame
anatomo-patologico.

Baseando-se nos testes realizados por Monteiro et al. (2006), as placas de
poliestireno (Corning, Merse, Campinas — SP, Brasil) foram sensibilizadas com os
antigenos diluidos em solu¢do tamponada carbonato-bicarbonato 0,5M pH 9,6 durante 12
horas a 4°C, antecedidas por incubagdo a temperatura ambiente durante uma hora. Apos
lavagens em solugdo salina contendo 0,05% de tween-20, foi realizado o bloqueio dos
sitios reativos (leite desnatado a 5% em PBS pH 7,4), durante 1 hora a 37°C. Novas
lavagens foram realizadas e as amostras foram diluidas em leite desnatado a 1% em PBS
pH 7,4 e a placa incubada por 30 minutos a 37°C. Apos lavagens, foram adicionados os
conjugados, anti-IgG de bovino A-7414 marcado com peroxidase' e repetidos os
procedimentos de incubacdo e lavagem. A reagdo foi revelada com solugdo de OPD
(0,1%) e H,0, 0,003% em tampao citrato-fosfato 0,2M pH 5,0, durante um
periodo de incubagdo de 5 minutos. A reacdo foi bloqueada com H,SO4 4N. As leituras
realizadas em espectrofotdmetro proprio (leitor de ELISA) em comprimento de onda de

492nm . A quantidade de reagentes aplicados a placa se manteve em 100ul, exceto para a

' Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA.
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solugdo bloqueadora, que foi de 200ul. As concentragdes dos antigenos, as dilui¢des dos
soros ¢ do conjugado utilizados foram as estabelecidas por Monteiro (2006) durante a

padronizagdo do teste ELISA indireto para diagndstico da cisticercose bovina.

4.3. Ensaios de padronizacao
4.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

4.3.1.1. Técnica basica

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), para separagao das
proteinas dos antigenos, foi realizada em sistema descontinuo segundo Laemmli (1970),
em aparelho comercial Mini Protean II>. As amostras de antigenos, diluidas em solucdo
tampdo de amostra (Trizma 60mM ph6,8; SDS 2%; glicerol 25%; 2-mercaptoetanol
14,4mM e azul de bromofenol 0,1%) e submetidas a aquecimento em banho maria a
100°C por 5 minutos imediatamente antes da aplicacdo, foram aplicadas (50ul) lado-a-
lado em "pogos" feitos no topo do gel de empilhamento a 5% (Tris-HCI 0,5M pHS6,8,
contendo 0,025% de SDS) e separadas, de acordo com seu peso molecular, em gel
gradiente de 5 ¢ 20% (solucao tamponada Tris-HCI 1,5 pH 8,8, contendo 0,025% de SDS),
obtido através de um sistema de vasos comunicantes. Uma das raias foi reservada para o
marcador, uma mistura disponivel comercialmente de proteinas de pesos moleculares
conhecidos® (6,5 a 205KDa). As corridas eletroforéticas em solugdo tampdo de corrida

(Trizma 25mM; glicina 192mM; SDS 0,1%; pH 8,3) foram submetidas a uma voltagem de

2 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA.
3 M4038 Sigma Chemical Co., Louis, MO, USA
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100V, migrando em dire¢do ao anodo, até a chegada do azul de bromofenol no final do gel

(aproximadamente 3 horas).

4.3.1.2. Padronizagéao

As concentracdes de géis testadas foram 5, 10, 12, 15, 20 e 25% e as concentracdes
de géis de gradiente foram 5 e 20, 10 € 20, 5e¢25,10e 25 e 5¢30% .

Em cada corrida eletroforética optou-se em se utilizar 30ug de cada antigeno e
10ul de padrao de peso molecular (PM). O volume utilizado para os trés antigenos foi o
mesmo, porém a concentragdo do antigeno de Taenia saginata foi o dobro da
concentragdo dos antigenos de Taenia crassiceps. Os antigenos foram colocados lado a
lado sempre na mesma ordem, sendo o padrdo de peso molecular colocado entre os

antigenos LVcra e Tsag, como consta na figura 3.
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Figura 3. SDS-PAGE - 5 e 20%, corado pelo comassie blue dos antigenos Tcra (1), Lvcra
(2) e Tsag (3) e Padrao de peso molecular - PM (205, 116, 97, 84, 66, 55, 45, 36, 29, 24,

20, 14 ¢ 6,5 Kda).

4.3.2. Imunoblot

4.3.2.1. Técnica basica

As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidos do gel para membranas
de nitrocelulose de 0,2p (Millipore, USA) através da justaposi¢do, segundo a metodologia
descrita por TOWBIN et al (1979), utilizando solugdo tamponada de transferéncia

contendo metanol (Tris-hidroximetilaminoetano 25mM; glicina 192mM e metanol 20% -
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v/v-, pH 8,3). A transferéncia foi realizada durante um periodo de meia hora, a
temperatura ambiente, voltagem constante de 100V, e outro periodo de duas horas com
voltagem de 150V . Apoés a transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram coradas
em solu¢do aquosa contendo Ponceau-S a 0,5%, para visualizagdo qualitativa e
quantitativa da transferéncia.

A partir das membranas foram obtidas tiras de 3 a 4 mm de largura e, logo apos,
descoradas e lavadas trés vezes em solugdo salina (NaCl 0,15M) contendo 0,05% (v/v) de
tween-20, sendo armazenadas em papel filtro até o momento de sua utilizagdo nas etapas

seguintes do teste (Figura 4).

Figura 4. Obtencao das tiras de nitrocelulose apos tranferéncia, para utilizagdo na fase de

detec¢do imunologica no imunoblot

As tiras foram tratadas com solugdo bloqueadora [leite desnatado, Molico —
Nestlé], a 5% dissolvido em Tris-salina (Tris-hidroximetilaminoetano 10mM ¢ NaCl

0,15M; pH 7,4), por aquecimento até cerca de 90°C e filtrado em papel de filtro] por uma
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hora sob agitagdo lenta a temperatura ambiente.As amostras de soro adicionadas a solugdo
diluidora (Solucao bloqueadora diluida a 1:5 em Tris-salina) foram adicionadas as tiras e a
incubagdo foi realizada por 14-18 horas, a 4°C, sob agitagéo lenta.

Apds seis lavagens, cinco minutos cada, as tiras foram novamente incubadas por
uma hora com os conjugados, anti-IgG de bovino A-7414 marcado com peroxidase,
devidamente diluidos, e em seguida novas lavagens foram procedidas.

As proteinas reativas foram evidenciadas com a solugdo cromogena
(Diaminobenzidina Smg, H,O, 1,5% em PBS pH 7,2) por cerca de 2 minutos, em seguida
as tiras foram lavadas com agua destilada e secas em papel filtro. Os referidos peptideos
foram analisados com o auxilio do programa Quantity One, versio 4”,

Na transferéncia, os testes preliminares foram priorizados com o antigeno Tcra, na
concentracdo de 6pg/mm, devido sua maior disponibilidade, alta quantidade requerida e
maior versatilidade de proteinas em relagao aos demais (PINTO et al., 2001). Os demais

testes contemplaram outros antigenos (LVcra, Tsag) e concentragdes diferentes.

4.3.2.2. Padronizagao

Para cada bloco de testes foram utilizadas 3 cubas de deteccao imunologica, uma
para cada antigeno.

Com o propésito de testar basicamente variagcoes de dilui¢cdes 6timas de soro e de
conjugado, foram analisadas as diluigdes 1/12,5, 1/25 e 1/50 de soro e, 1/1.000, 1/2000 e
1/5.000 de conjugado, empregando-se um soro-controle positivo € um negativo. Em
seguida procedeu-se a confirmagdo do melhor bloco diante de trés soros-controle

negativos e trés positivos. Outras combinagdes de diluigdes foram testadas de acordo com

* Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA.
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as tendéncias de melhor desempenho que apareceram no decorrer dos ensaios

experimentais.

4.4. Avaliagao do desempenho do imunoblot

4.4.1. Avaliacao das proteinas reativos

As tiras de nitrocelulose foram dispostas lado a lado na cuba, em um total de 8 tiras, sendo

divididas em pares, para a adi¢do dos soros positivos experimentalmente (1 e 2), positivos

naturalmente (3 e 4), negativos (5 e 6) e com outras patologias (7 e 8) como consta na

figura 5.

Figura 5. Disposicao das tiras de nitrocelulose na cuba para fase de deteccdo imunologica
no imunoblot. Soros positivos experimentalmente (1 e 2), positivos naturalmente (3 e 4),

negativos (5 e 6) e com outras enfermidades (7 e 8).
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Cada soro-controle foi submetido a reagdo do imunoblot nas condi¢des
estabelecidas nos itens 4.3.2.1. e diante dos blocos com melhor desempenho no item
4.3.2.2. Foi determinada a freqiiéncia média de reagdo dos diferentes proteinas dos
antigenos capazes de reagirem com os anticorpos dos soros-controle dos diversos grupos
de bovinos, conforme sua condi¢do anatomo-patologica pré-determinada. A localizagdo
das proteinas reativas na tira de nitrocelulose, bem como sua aparéncia fisica,
particularmente a intensidade de cor, foram consideradas na interpretagdo da reatividade e

enumeragdo das mesmas (LARRALDE et al, 1989; TSANG et al., 1991).

4.4.2. Comparacéao dos diferentes tipos de antigenos

A comparagdo da reatividade dos antigenos total de Taenia saginata e vesicular e
total de Taenia crassiceps no teste do imunoblot foi efetuada utilizando-se previamente
um soro-controle positivo e um negativo, verificando a presen¢a de algumas proteinas
importantes para o diagndstico da cisticercose bovina, repetindo a titulagdo em bloco (item
4.3.2.2.) para os trés diferentes antigenos. Apds confirmar o melhor bloco, o teste foi
conduzido com todos os soros-controle disponiveis (item 4.1.). Foram selecionadas as
proteinas (bandas) que reagiram somente com OS SOros positivos, os quais foram
provisoriamente identificadas como importantes, observando os critérios de localizacdo
(peso molecular), aparéncia recomendada por Larralde et al. (1989) e analisados pelo

Programa Quantity One, versdo 4.

4.4.3. Analise dos resultados
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Em fungdo dos resultados obtidos, foram determinados para cada proteina os
valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos e
concordancia conforme anexo 1, visando estabelecer os critérios para diferencia¢do dos
SOros como positivos ou negativos para cisticercose bovina, ou seja, defini¢do das
proteinas importantes e estabelecimento dos critérios de positividade e de negatividade.
Analisou-se ainda as diferengas de desempenho do imunoblot na detec¢do de soros
positivos de animais naturalmente e experimentalmente infectados, além dos trés tipos de

antigenos utilizados no teste para o diagndstico da cisticercose bovina.

5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da infeccdo experimental e coleta de sangue, observou-se que todos os
animais apresentaram, por meio do ELISA, niveis detectaveis de IgG apos 45 dias de
infeccao (limite de detecgdo), resultados que concordam com Smith et al. (1990), Brandt
et al. (1992) e Emre (1997), os quais encontraram niveis detectaveis de anticorpos entre 40

e 60 dias pos-infecgado (Figura 6).

34



0,600 -
0,500 +

tica

2 0,400 +
0,300 -

0,200 +

Densidade O

0,100 +

0,000 T T T T T T T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 105120 135 150 165

Dias

Figura 6. Nivel de IgG (0-165 dias) em densidade dptica, por meio do teste de ELISA, dos

animais infectados experimentalmente.

Visando a defini¢ao dos soros-controle experimentalmente positivos, para avaliar
o desempenho do imunoblot no diagnostico da cisticercose bovina, optou-se por utilizar
amostras de soro a partir dos 45 dias de infec¢do experimental. Avaliando a evolugdo da
infec¢do em niveis de anticorpos, ndo foi observado, nos soros testados, diferengas em
relacdo a detec¢do das bandas, bem como na apresentacdo fisica das mesmas, nas
diferentes fases de infecgdo. Entretanto, na fase de padronizacdo do teste, observaram-se
pequenas diferencas no aparecimento das bandas entre as diferentes fases de infeccao,

como mostra a figura 7.
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Figura 7. Deteccdo de anticorpos pelo imunoblot nas diferentes fases de infecgdo
experimental (0-225 dias), nos soros 181, 182, 183 e 184, utilizando o padrao de peso

molecular (PM-14, 20, 24, 29, 36, 55, 66, 84, 97, 205Kda) e o controle branco (BC).

Para definir a quantidade utilizada nos ensaios dos antigenos LVcra, Tcra e Tsag,
foi realizada a dosagem protéica que resultou nos valores 3.100,00pg/ml, 11.000,00pg/ml
e 8.500,00pg/ml respectivamente.

Na etapa de padronizacdo do teste, na fase de eletroforese, a concentracdo de 5 a
20% em gel gradiente, apresentou melhores resultados relacionados a separacdo das
bandas do que as outras concentragdes testadas. Entre as diferentes quantidades de

antigeno e padrao de peso molecular testados, optou-se por utilizar 30pg de cada antigeno
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e 10ul de Padrao de peso molecular (PM) em cada corrida eletroforética. Ainda neste
periodo, as titulagdes de soro e conjugado testadas que apresentaram resultados mais
favoraveis a detec¢do e visualizacdo das bandas nas tiras de nitrocelulose, na fase de
detec¢do imunoldgica, foram 1:12,5 para todos os soros e 1:2000 de conjugado para os
antigenos Tcra e LVcra e 1:1000 para o antigeno Tsag.

As tabelas 1, 2 e 3, apresentam no imunoblot com os antigenos LVcra, Tcra e
Tsag, respectivamente, os resultados referentes a quantidade de proteinas detectadas nos
soros dos animais experimentalmente e naturalmente infectados, negativos para
cisticercose e que apresentavam outras enfermidades. Devido ao fato da interpretacao dos
resultados do imunoblot variar conforme a experiéncia do pesquisador como ressalta
Larralde et al. (1989), a andlise das proteinas neste experimento, foi realizada com o

auxilio do programa Quantity One, visando diminuir essas variagdes.
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Tabela 1. Freqiiéncia de proteinas reativas empregando o antigeno LVcra e soros controle
de bovinos positivos experimentalmente e naturalmente, negativos e com outras
infecgdes, no imunoblot.

Soros-controle

Proteinas
Positivos . Outras
) Negativos ~
Peso (KDa) Experimental Natural InfecgOes

183-191 3 2 0 0
171-177 5 3 2 2
163-169 3 4 1 2
152-155 8 7 4 3
130-147 4 4 3 0
101-115 6 10 8 3
92-98 4 3 1 0
87-89 3 4 1 0
72-77 2 2 0 0
62-67 19 22 19 14
57-61 10 12 10 4
51-56 13 11 8 4
41-47 10 10 11 4
34-35 0 2 0 0
22-24 10 2 3 3
18 18 1 1 0

14 21 4 1 0
8-11 3 2 0 0
4-6 16 6 1 0
Total 158 111 74 39
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Tabela 2. Freqiiéncia de proteinas reativas empregando o antigeno Tcra e soros controle de
bovinos positivos experimentalmente e naturalmente, negativos e com outras infecg¢des, no
imunoblot.

Soros-controle

Proteinas —
) Positivos Negativos Outras Infeccdes
Peso (KDa) Experimental Natural
185-193 6 7 4 3
164-165 6 5 6 2
155 0 5 3 0
140-149 8 11 7 4
120-138 6 10 8 4
106-118 5 8 5 3
104-105 8 11 9 4
92-99 12 11 9 3
80-87 7 10 7 4
71-79 13 16 9 8
64-69 16 23 14 10
60-63 17 19 12 2
58-59 10 12 10 0
52-57 16 16 13 5
46-49 12 13 8 6
43-45 19 16 15 7
40-42 18 20 10 8
37-39 12 19 13 7
34-36 21 24 19 12
31-33 10 15 6 5
27-30 12 16 14 7
25-26 11 13 10 7
22-23 10 22 9 6
19-21 15 18 14 10
18 10 17 4 0
15-16 11 22 9 3
14 21 9 2 0
8-11 14 10 11 8
4-6 16 15 6 0
Total 342 413 266 138

39



Tabela 3. Freqliéncia de proteinas reativas empregando o antigeno Tsag e soros
controle de bovinos positivos experimentalmente e naturalmente, negativos e com
outras infecgdes, no imunoblot.

Soros-controle

Proteinas —
Positivos . Outras
i Negativos
Peso( KDa) Experimental Natural Infeccdes

184-189 1 3 2 0
143-154 1 2 1 0
109-122 4 4 1 1
100-106 14 14 13 8
93-95 2 4 2 0
60-67 4 3 3 2
50-59 6 10 6 5
44-49 3 7 4 2
41-42 1 3 4 0
37-39 8 15 11 6
35-36 13 15 13 8
29-34 2 6 7 1
24-26 7 13 8 3
23 13 14 9 7
19-22 2 16 16 5
18 16 11 2 0
15-16 1 7 8 1
14 14 2 0 0
10-11 4 0 0 0
4-6 9 8 1 0
Total 125 157 111 49

Com base nos resultados obtidos, foram calculadas as taxas de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e concordancia para cada

um dos antigenos e proteinas reativas, como consta nas tabelas 4, 5 e 6.
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Tabela 4. Taxas de desempenho (%) das proteinas reativas no imunoblot
empregando o antigeno LVcra.

Proteinas Taxas de desempenho
Peso(Kda) S E VP+ VP- C

183-191 12,5 100,0 100,0 53,3 56,3
171-177 20,8 89,7 71,4 53,7 56,3
163-169 12,5 92,3 75,0 52,3 54,2
152-155 333 82,1 66,7 55,6 58,3
130-147 16,7 92,3 57,1 51,2 52,1
101-115 25,0 71,8 429 47,1 45,8
92-98 16,7 97,4 80,0 53,5 56,3
87-89 12,5 97,4 75,0 52,3 54,2
72-77 8.3 100,0 100,0 52,2 54,2
62-67 79,2 15,4 50,0 50,0 50,0
57-61 41,7 64,1 50,0 50,0 50,0
51-56 54,2 69,2 61,9 59,3 60,4
41-47 41,7 61,5 47,6 48,1 47,9
34-35 0,0 100,0 0,0 50,0 50,0
22-24 41,7 85,0 76,9 60,0 64,6
18 75,0 97,5 94,7 79,3 84.4
14 87,5 97,5 95,5 88,5 91,6
8-11 12,5 100,0 100,0 53,3 56,2
4-6 66,7 97,5 94,1 74,2 81,2

S: sensibilidade

E: especificidade

VP+: valor preditivo positivo
VP-: valor preditivo negativo
C: concordancia
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Tabela 5. Taxas de desempenho (%) das proteinas reativas no imunoblot
empregando o antigeno Tcra.

Proteinas Taxas de desempenho
Peso(Kda) S E VP+ VP- C
185-193 25,0 82,1 60,0 52,6 54,2
164-165 25,0 79,5 50,0 50 50
155 0,0 92,3 0,0 46,7 43,8
140-149 333 71,8 53,3 51,5 52,1
120-138 25,0 69,2 42,9 47,1 45,8
106-118 20,8 79,5 50,0 50 50
104-105 33,3 66,7 47,1 48,4 47,9
92-99 50,0 69,2 57,1 55,6 56,3
80-87 29,2 71,8 50,0 50,1 50
71-79 54,2 56,4 59,1 57,7 58,3
64-69 66,7 38,5 53,3 55,6 54,2
60-63 70,8 64,1 58,6 63,2 60,4
58-59 41,7 74,4 50,0 50 50
52-57 66,7 53,8 55,2 57,9 56,3
46-49 50,0 64,1 60,0 57,1 58,3
43-45 79,2 43,6 55,9 64,3 58,3
40-42 75,0 53,8 64,3 70 66,7
37-39 50,0 48,7 48,0 47,8 47,9
34-36 87,5 20,5 52,5 62,5 54,2
31-33 41,7 71,8 62,5 56,3 58,3
27-30 50,0 46,2 46,2 45,5 45,8
25-26 45,8 56,4 52,4 51,9 52,1
22-23 41,7 61,5 52,6 51,7 52,1
19-21 62,5 38,5 51,7 52,6 52,1
18 41,7 89,7 71,4 58,8 62,5
15-16 45,8 69,2 55,0 53,6 54,2
14 87,5 94,9 91,3 88 89,6
8-11 58,3 51,3 56,0 56,5 56,2
4-6 66,7 84,6 72,7 69,2 70,8

S: sensibilidade

E: especificidade

VP+: valor preditivo positivo
VP-: valor preditivo negativo
C: concordancia

42



Tabela 6. Taxas de desempenho (%) das proteinas reativas no imunoblot
empregando o antigeno Tsag.

Proteinas Taxas de desempenho

Peso(Kda) S E VP+ VP- C
184-189 5,6 92,3 33,3 48,5 47,2
143-154 5,6 96,2 50,0 50 52,8
109-122 22,2 92,3 80,0 54,8 58,3
100-106 77,8 19,2 51,9 55,6 55,6
93-95 11,1 92,3 50,0 50 55,6
60-67 222 80,8 57,1 51,7 55,6
50-59 33,3 57,7 50,0 50 47,2
44-49 16,7 76,9 42,9 48,3 41,7
41-42 5,6 84,6 20,0 45,2 36,1
37-39 44.4 34,6 42,1 41,1 36,1

35-36 72,2 19,2 50,0 50 50
29-34 11,1 69,2 22,2 40,7 27,8
24-26 38,9 57,7 46,7 47,6 47,2
23 72,2 38,5 59,1 64,3 63,9
19-22 11,1 19,2 11,1 11,1 16,7
18 88,9 92,3 88,9 88,9 83,3
15-16 5,6 65,4 11,1 37 36,1
14 77,8 100,0 100,0 81,8 72,2
10-11 22,2 100,0 100,0 56,3 69,4
4-6 50,0 96,2 90,0 65,4 55,6

S: sensibilidade

E: especificidade

VP+: valor preditivo positivo
VP-: valor preditivo negativo
C: concordancia

Melhores resultados de sensibilidade e especificidade foram apresentados pelas
proteinas de baixo peso molecular. Também no imunoblot, Gonzalez et al. (1990), Tsang
et al. (1991) e Pathak et al. (1994) utilizando soros suinos, encontraram valores de
sensibilidade e especificidade entre 97 ¢ 100%. Utilizando soros humanos, Gekeler et al.
(2002), Macedo et al. (2002), Pinilla et al. (2003) e Oliveira et al. (2007), encontraram

indices de sensibilidade e especificidade entre 79 e 99%.
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Diferengas de sensibilidade e especificidade no imunoblot podem ocorrer devido a
preparagdo antigénica, ¢ também pelo tipo ou severidade das lesdes encontradas e da
reacdo inflamatoria em torno do parasita (BUENO et al., 2000; GREENE et al., 2000).

Os valores alcangados neste experimento indicam que as proteinas com peso
molecular de 4-6, 14 e 18KDa, podem ser consideradas importantes no diagnodstico da
cisticercose bovina. Entretanto, deve-se ressaltar que os resultados aqui apresentados estao
relacionados a apenas um protocolo de testes.

Nas condig¢des experimentais deste trabalho, as proteinas de 4-6KDa apresentaram
indices de 66,7, 66,7 ¢ 50% de sensibilidade e 97,5, 84,6 ¢ 96,2% de especificidade
quando utilizados os antigenos LVcra, Tcra e Tsag, respectivamente. A proteina de 14KDa
apresentou 87,5, 87,5 e 77,8% de sensibilidade e 97,5 94,9 e 100% de especificidade com
os antigenos LVcra , Tcra e Tsag , respectivamente. A proteina 18KDa apresentou para
LVcra, Tcra e Tsag, respectivamente, valores de 75, 41,7 e 88,9% de sensibilidade e 97,5,
89,7 € 92,3% de especificidade (Tabelas 3, 4 e 5).

Analisando as trés proteinas citadas, observou-se que estas foram mais eficientes
na diferenciacdo entre soros-controle positivos dos negativos no diagnostico da
cisticercose bovina, pois apresentaram taxas de concordancia superiores, quase sempre
acima de 60%, diferenciando-se assim das proteinas de médio e alto peso molecular.

Os resultados deste trabalho coincidem com os de outros pesquisadores, que
reportaram a freqiiéncia de aparecimento e alta especificidade das proteinas de baixo peso
molecular no imunoblot para o diagndstico da cisticercose humana (ROSSI et al., 2000;
PARDINI et al., 2002).

As comparagdes com outras pesquisas foram feitas a partir de resultados reportados
em testes com amostras humanas e suinas, em virtude da escassez de trabalhos utilizando

o imunoblot para pesquisa de anticorpos em bovinos.

44



Reforgando a importancia de algumas proteinas no imunoblot, Macedo et al.,
(2002), observaram que os valores em densidade otica encontrados no ELISA nos soros de
pacientes com neurocisticercose eram significativamente mais altos no grupo que
apresentava imunoblot positivo para as bandas de 13 ¢ 14KDa. Dos 18 soros de pacientes
que apresentavam neurocisticercose em fase transicional e positivos pelo imunoblot que
estudaram, 11 reconheceram a banda de 14KDa no diagnéstico.

Também no imunoblot, Pardini et al. (2002) observaram que as proteinas de 14 e
18KDa foram reconhecidas apenas pelos soros de pacientes positivos para
neurocisticercose.

Considerando os resultados dos testes feitos com o extrato total de cisticercos de
Taenia saginata (Tsag), as proteinas mais frequentemente reconhecidas nos animais
positivos para cisticercose foram, em ordem crescente: 4-6KDa, 14KDa e 18KDa. Outras
proteinas de maior peso molecular também foram reconhecidas (23KDa, 24-26KDa, 35-
36KDa, 37-39KDa e 100-106KDa), porém, presentes nas amostras de soros positivos,
negativos, assim como nos soros dos bovinos com outras patologias, sendo deste modo,
caracterizadas como proteinas de baixo valor diagndstico.

Nos testes realizados com o extrato total de cisticercos de Taenia crassiceps (Tcra),
as proteinas mais freqiientes, reconhecidas nos animais com cisticercose, foram as mesmas
do antigeno anterior. Porém, a detec¢do de anticorpos com o antigeno Tcra, nas amostras
de soros dos animais naturalmente infectados foi superior aos resultados observados com o
antigeno Tsag. O numero de bandas reativas (22-23KDa, 25-26KDa, 34-36KDa, 43-
45KDa, 60-63KDa e 92-93KDa) de baixo valor diagndstico também foi superior; este
antigeno apresentou ainda uma maior quantidade de proteinas disponiveis na preparagdo

antigénica, para o imunoblot, quando comparado aos outros dois antigenos (Figura 8).
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Figura 8. Quantidade e aspecto fisico das proteinas detectadas pelos antigenos LVcra, Tcra
e Tsag nos soros de animais experimentalmente (+exp) e naturalmente infectados (+nat),
negativos (-) para cisticercose ¢ com outras patologias (OP) e Padrao de peso molecular

(PM).

Nos testes realizados com o liquido vesicular de cisticercos de Taenia crassiceps
(LVcra), nas amostras de soro dos animais positivos, repetiram-se os peptideos mais
freqlientes dos antigenos Tsag e Tcra. Os peptideos de baixo valor diagnostico
encontrados foram: 41-47KDa, 51-56KDa, 57-61KDa e 62-67KDa.

Em testes realizados por Pinto et al. (2001), por meio do imunoblot para o
diagnodstico da cisticercose suina, as proteinas de baixo peso molecular de 14 ¢ 18KDa,
ndo foram detectadas pelo antigeno de Taenia solium, apenas pelo antigeno de Taenia
crassiceps. Na fase de padronizagdo deste experimento, na etapa de eletroforese, para que
estas proteinas fossem reconhecidas com o antigeno de Taenia saginata, a concentragio
do referido antigeno foi dobrada (60pg), bem como a concentraciao de conjugado (1:1000)

Sugere-se desta forma, estudos adicionais que possam explorar o potencial
diagnoéstico destas proteinas nos testes imunologicos, variando a concentragcdo de

reagentes.
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Todos os antigenos mostraram um nimero elevado de proteinas reconhecidas pelos
soros. Entretanto, menor nimero de peptideos foi apresentado pelo antigeno LVcra,
coincidindo com a sua menor concentra¢do protéica, conforme observado na dosagem de
proteinas.

Na analise geral das proteinas, valida para os trés antigenos testados, relacionada a
caracteristicas como intensidade de cor, area e altura, as bandas de 4-6, 14 ¢ 18KDa
destacaram-se entre as outras, mostrando um perfil diferenciado, com éarea e altura
maiores, semelhantes a uma mancha. Observou-se ainda, que a mancha, correspondente a
proteina de 14KDa, apresentou-se de duas formas. Quando a separagdo eletroforética das
proteinas ocorreu por completo, a mancha dividiu-se em duas, sendo detectado no teste
também a proteina de 4-6 KDa. Ao contrdrio, quando a separacdo eletroforética nao
ocorreu completamente, a mancha ndo se dividiu e apenas a proteina de 14KDa foi
reconhecida. Este comportamento também foi verificado nos ensaios de padronizagdo da
eletroforese.

De outra forma, as proteinas de médio e alto peso molecular apresentaram-se sob
forma de linha, perfil também observado por Pinto et al. (2001).

Comparando a intensidade de cor entre as proteinas de baixo, médio e alto peso
molecular, as bandas mais destacadas e consideradas de baixo valor para o diagnostico da
cisticercose bovina foram: 62-67KDa para o LVcra, 22-23, 25-26, 35-36, 43-45, 60-
63KDa para o Tcra e 23, 24-26, 35-36, 37-39 e 100-106KDa para o Tsag.

As outras proteinas detectadas no teste apresentaram-se como linhas finas, com
pouca intensidade, ocorrendo de forma esporddica, sem determinar importancia
diagnostica para doenga, nas condi¢des do experimento.

No presente estudo verificou-se, entre os resultados dos soros do grupo de animais

considerados negativos para cisticercose bovina em estabelecimentos sob inspecao federal,
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o aparecimento de bandas importantes para o diagndstico da doenga, o que pode ser
atribuido a reagdes inespecificas. Também, deve-se considerar a possibilidade de existirem
animais falso-negativos nesse grupo, dada a baixa sensibilidade do exame andtomo-
patologico. Entretanto, utilizando LVcra como antigeno, em uma amostragem de 74
(n=74) peptideos reagentes com os soros negativos, apenas 1(1,3%) reagiu com as
proteinas de 4-6, 14 ¢ 18KDa (Tabela 1). Com o antigeno Tcra (n=266), os valores para
as proteinas 4-6, 14 e 18KDa, foram de 6(2,2%), 2(0,75%) e 4(1,5%), respectivamente
(Tabela 2). Com o antigeno Tsag (n=111), os valores foram 1(0,9%) para as proteinas de
4-6KDa, 0(0%) para a proteina de 14KDa e 2(1,8%) para a de 18KDa (Tabela 3).

Da mesma forma que animais considerados negativos para cisticercose podem
apresentar sorologia positiva, mesmo utilizando os testes mais sensiveis, como o
imunoblot, animais positivos podem apresentar sorologia negativa.

A auséncia de anticorpos especificos para cisticercose em animais e pessoas com a
doenca, pode ocorrer em fun¢do de diferencas antigénicas entre os cisticercos, da evasdo e
da supressdo da resposta imune por parte dos parasitas, do efeito imunossupressor do
tratamento frequentemente administrados nos pacientes, além das diferencas da resposta
imune do hospedeiro, que ¢ dependente do nimero, localizagdo e estagio evolutivo dos
cisticercos (FLISSER, 1980; WHITE, 1997; SCIUTTO et al, 2000).

Reagdes cruzadas com extratos preparados a partir de cisticercos de Taenia
crassiceps com soros humanos ¢ suinos com outras infecgdes, principalmente hidatidose
tém sido descritas (ROSSI, 2000; PINTO et al, 2001). Verastegui et al. (1992), analisaram
soros humanos com hidatidose e cisticercose pelo imunoblot e observaram reagdo cruzada
entre as proteinas de 8, 16 e 21KDa. No presente estudo, as proteinas citadas ndo
apresentaram reatividade com os soros dos animais com hidatidose. Deve-se ressaltar que

no presente experimento, a amostragem de soros com outras patologias foi pequena, em
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virtude da dificuldade em se adquirir estes soros. Nao foram observadas reagdes cruzadas
com outras doengas entre as trés preparagdes antigénicas e as proteinas de 4-6, 14 ¢
18KDa. Entretanto, grandes indices de reatividade foram observados com as proteinas
entre 62-67KDa, quando utilizado o antigeno LVcra, 19-21, 34-36 ¢ 64-69KDa quando
utilizado o antigeno Tcra e 23, 35-36 ¢ 100-106 quando utilizado o antigeno Tsag, frente
aos soros de bovinos com outras patologias.

Vérios estudos tém mostrado que os testes imunologicos para neurocisticercose
apresentam menor probabilidade de reatividade em pacientes com cistos calcificados do
que em pacientes apresentando parasitas em outros estagios evolutivos (ESPINOZA et al.,
1986; WHITE, 1997; SCIUTTO et al., 2000). Michaulat et al. (1990) citado por Macedo et
al. (2002), utilizando como antigeno cisticercos de Taenia solium, observaram que todas
as amostras de pacientes com neurocisticercose ativa reconheceram a banda de 14Kda,
ndo aparecendo nas outras doengas parasitarias nem no soro de pacientes com a forma
inativa da doenca ou com calcificagdo em processo. Das quatro amostras de soro de
animais com cistos calcificados testadas neste estudo, duas reagiram com a banda de
18KDa, concordando com os resultados de Michaulat et al. (1990). No entanto, uma das
amostras reagiu com as bandas de 18 e 14KDa simultaneamente. Desta forma, suspeita-se
de que este animal, com reagdo simultanea era portador de cistos calcificados e vivos.

Comparando os resultados apresentados entre os soros de animais naturalmente e
experimentalmente infectados observou-se que o teste foi mais eficiente, com o protocolo
utilizado, nos soros de infeccdo experimental. Utilizando o LVcra como antigeno, em um
total de 158  proteinas reativas (n=158), nas amostras de soro de animais
experimentalmente infectados, 16(10,1%) reagiram com a proteina de 4-6 KDa,
21(13,3%) com a de 14KDa e 18(11,4%) com a de 18KDa. Nas amostras de soro de

animais naturalmente infectados, com n=111, esses valores, para as mesmas proteinas
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foram 6(5,4%), 4(3,6%) e 1(0,9%) respectivamente (Tabela 1). Utilizando o antigeno
Tcra, em soros positivos experimentalmente, com n=342, 16(4,7%) reagiu com a proteina
de 4-6KDa, 21(6,1%) com a de 14 KDa e 10(2,9%) com a de 18KDa. Com os soros de
animais naturalmente infectados, com n=413, 15(3,6%) reagiu com a proteina de 4-6KDa,
9(2,2%) com a de 14KDa e 17(4,1%) com a de 18KDa (Tabela 2). Utilizando Tsag como
antigeno os valores foram, com os soros de animais experimentalmente infectados, com
n=125, 9(7,2%), 14(11,2%) e 16(12,8%) para as proteinas de 4-6, 14 e 18KDa
respectivamente, e com os soros de animais naturalmente infectados, com n=157, 8(5,1%),
2(1,8%) e 11(7,0%) para as proteinas de 4-6, 14 e 18KDa respectivamente (Tabela 3).
Desta forma, novos testes com outros protocolos devem ser realizados com a finalidade
de aumentar a eficiéncia do imunoblot para na deteccdo de bovinos naturalmente
infectados.

Considerando as sugestdes de Pinto et al. (2001), quanto ao critério de
interpretacdo dos resultados do imunoblot como positivos para cisticercose, quando
houver o aparecimento simultdneo de duas ou mais proteinas importantes para o
diagnodstico, podem ser extraidas duas discussdes a partir dos resultados dessa pesquisa

(Tabela 7).

Tabela 7. Taxas de desempenho das proteinas importantes para o diagndstico da cisticercose
bovina

Antigenos
Proteinas (KDa) Lvcra Tcra Tsag
Taxas

S E VP+VP- C S E VP+VP- C S E VP+ VP- C

18 75,5 97,5 94,7 79,3 84,4 41,7 89,7 71,4 58,8 62,5 88,9 92,3 88,9 88,9 83,3

14 87,5 97,5 95,5 88,5 91,6 87,5 94,9 91,3 88 89,6 77,8 100 100 81,8 72,2

4-6 66,7 97,5 94,1 74,2 81,2 66,7 84,6 72,7 69,2 70,8 50 96,2 90 65,4 55,6
18X14 20,8 100 100 55,8 60,4 25 100 100 57,1 62,5 44,4 100 100 64,3 72,2
18X14X4-6 50 100 100 66,6 75 37,5 100 100 61,5 68,7 44,4 100 100 64,3 72,2

50



Considerando duas proteinas como critério de interpretacdo de positividade, em
geral, houve reducdo das taxas de sensibilidade e elevagdo das taxas de valor preditivo
positivo e de especificidade, pois, constatou-se que nenhum dos soros de animais
negativos para doenca reagiu com mais de uma das proteinas importantes. Este critério
pode ser importante em situagdes de confirmacdo de diagnostico ou levantamento da
prevaléncia da cisticercose bovina, onde ocorram outras doengas que também respondam
imunologicamente ao teste com reagdes cruzadas. Por outro lado o critério de se
interpretar a positividade com apenas uma proteina reativa parece ser mais recomendavel
em situagdes de levantamento da cisticercose bovina, onde a doenga nao é conhecida, dada
a elevagdo da sensibilidade do teste.

Variagdes nas performances de reacdes imunologicas para o diagnodstico da
cisticercose sdo esperadas e provavelmente estdo relacionadas a varios fatores, incluindo a
variagdo da resposta imunologica e heterogeneidade de cada animal, o tempo decorrido
entre o inicio da infec¢do e a coleta das amostras de sangue, o nimero, a localizagdo € o
estagio evolutivo dos cisticercos, além das propriedades intrinsecas das técnicas utilizadas
para deteccdo de anticorpos e os métodos utilizados para expressdo dos resultados. A
eficiéncia do imunoblot pode também variar de acordo com o lote do antigeno, a
separacdo eletroforética e a transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose
(TSANG et al., 1989). Além disso, o tipo e a quantidade de antigeno utilizado também
contribuem para um melhor ou pior desempenho do teste.

Levando em consideragdo o risco para saude publica e os prejuizos econdmicos
tanto para os matadouros quando para os pecuaristas, medidas de controle sanitario e de
inspe¢do devem ser tomadas ndo s6 no momento do abate, mas ainda na fase de produgao.

Neste sentido, o desenvolvimento de um método diagnostico confiavel como o imunoblot
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poderia servir como alternativa ou aperfeicoamento da inspe¢cdo nos matadouros, em
investigagcdes epidemiologicas ou na rastreabilidade dos focos de cisticercose.

E neste contexto, que os ensaios imunoenzimaticos, bem como os antigenos
heterdlogos, podem constituir uma importante ferramenta para o diagndstico da
cisticercose. Com base nos resultados obtidos neste experimento, principalmente
relacionados as proteinas de baixo peso molecular, e a grande quantidade de proteinas de
baixo valor diagndstico encontradas, pesquisas com variagdes no protocolo devem ser
realizadas visando avaliar melhor o desempenho diagnoéstico destas proteinas, bem como o
potencial dos antigenos utilizados. Novas pesquisas devem ainda, tornar a identificagdo da
cisticercose bovina cada vez mais segura, com margem de erro minimo e proporcionar a

implantacdo de medidas de controle eficazes.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

Diante dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e concordancia obtidos para cada antigeno testado, concluiu-se que os
antigenos de cisticercos de Taenia crassiceps, além de serem antigenos de facil producéo e
manuten¢do em laboratdério, apresentam bandas reativas importantes, comportando-se
favoravelmente ao seu emprego no diagnostico da cisticercose bovina, assim como o de
Taenia saginata.

Apbs a analise do comportamento do Imunoblot verificou-se que as bandas de 4-6,
14 e 18KDa podem ser utilizadas como um meio de diagndstico da cisticercose bovina,
pois sdo capazes de diferenciar soros de animais positivos dos negativos e ndo
apresentaram rea¢do cruzada com soros de animais com outras patologias. Porém, diante
dos resultados obtidos com o presente estudo, pode-se concluir que o imunoblot apresenta
deficiéncias no diagnéstico imunoldgico de animais destinados ao abate, em virtude de sua
baixa sensibilidade quando se considera soros de animais com infeccdo natural,
geralmente discreta e mais freqiiente em matadouros.

Desta forma, com base nos resultados obtidos neste experimento, principalmente
relacionados as proteinas de baixo peso molecular, e a grande quantidade de proteinas de
baixo valor diagnodstico encontrados, pesquisas com variagdes no protocolo devem ser
realizadas visando avaliar melhor o desempenho diagnoéstico destas proteinas, bem como o

potencial dos antigenos utilizados.
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ANEXO 1

O célculo das taxas de desempenho do imunoblot foi realizado através da tabela e
férmulas a seguir:

Doenca (cisticercose)

Presente Ausente Total
a b
Positivo verdadeiro falso
o . a+tb
positivo positivo
Teste
(imunoblot)
c d
Negativo falso verdadeiro
: . c+d
negativo negativo
Total at+c b+d at+b+c+d

Sensibilidade (S): ¢ a probabilidade de um teste dar positivo na presenca da doenca, isto
¢, avalia a capacidade do teste detectar a doenca quando ela esté presente.
S=a/(atc) X 100

Especificidade (E): ¢ probabilidade de um teste dar negativo na auséncia da doenga, isto
¢, avalia a capacidade do teste afastar a doenga quando ela esta ausente.
E=d/(b+d) X 100

Valor preditivo positivo (VP+): ¢ a propor¢do de verdadeiros positivos entre todos os
individuos com teste positivo. Expressa a probabilidade de um paciente com o teste

positivo ter a doenga.
VP+=a/(atb) X 100

Valor preditivo negativo (VP-): é a proporgdo de verdadeiros negativos entre todos os
individuos com teste negativo. Expressa a probabilidade de um paciente com o teste
negativo nao ter a doenca.

VP-=d/(ctd) X 100

Concordéncia (C): leva-se em consideracdo o ntimero de amostras verdadeiro positivas

(a), o nimero de amostras verdadeiro negativas (d) e o total de amostras examinadas

(a+b+c+d). E a concordancia entre os valores de sensibilidade e especificidade do teste.
C=atd/ (atb+ctd) X 100
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