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RESUMO

GUIMARAES PEIXOTO, Rafaella Paola Meneguete dos, D.Sc., Usitede Federal de
Vicosa, setembro de 2016. Novos peptideos e antigeno recombinantenide Séagnata
no diagnostico da cisticercose bovina. Orientador: Paulo Sérgio de Arruda Pinto.

A cisticercose bovina é uma doenca de carater zoonético que agasjetizos tanto de
ordem sanitaria quanto de ordem econémica. Tradicionalmente saadiieg é realizado
durante a inspeg¢do post mortem em matadouros-frigorificos sob fiscalizag@oia, e
consiste basicamente na visualizacdo macroscopica atravésegerealizados em grupos
musculares preditos como preferenciais para a implantacdo dogaistidRessalta-se que
este método apresenta deficiéncias de desempenho, deixando passarhidspdocmas
discretas da doenca. Essa pesquisa foi desenvolvida com a meta de aprimorar ticdiagnos
da cisticercose bovina, e sobretudo, dos testes sorolégicos atualmsemeotledos,
aumentando a confiabilidadlo diagnostico. A pesquisa caracterizou-se pela selecédo de
oito peptideos sintéticos e desenvolvimento de uma proteina gquiecerabinante com

alto potencial no diagnéstico da cisticercose bovina. Foram seleaot@d diferentes
proteinas de Taenia saginata (GenBank) (18 kDa oncosphere antigen Sagnatal];
Antigen TSA16 [Taenia saginata]; Antigen TSA36 [Taenia sagjridéat shock protein

20 homolog [Taenia saginajale realizada a predicdo de oito peptideos (EP1-EP8)
selecionados por diferentes programas de bioinformatica. Apés sintetizag@bise do
desempenho dos peptideos pelo ELISA, foram selecionados os trés peptideos
alcancaram melhores resultados (EP1, EP4 e EP6) para compor uma proteina recombinante
guimérica, que posteriormente foi denominada de rqTSA-25. A proteina r23 SBteve

as seguintes taxas de desempenho no ELISHsibilidade de 88% (IC=76-94%),
especificidade de 96% (IC=84-99%), valor preditivo positivo 96% (IC=86-99%), valor
preditivo negativo 87% (IC=74-94%) e acuracia de 92¥ndo que, ao submeter
diferentes amostras de soro grupo controle ao teste imunoblot, ndo foi variferattlima
reacao falso positiva ou falso negativa. Dessa forma, destacaes@@do na producéo da
proteina rqTSA-25 e sealto desempenho relatado, sendo um importante aliado na

melhoria do teste diagnostico soroldgico para o diagndstico da cisticercose bovina.



ABSTRACT

GUIMARAES PEIXOTO, Rafaella Paola Meneguete dos, D.Sc., Federaktdity of
Vicosa, September, 2016. New peptides and recombinant antigen frora $agmataor
diagnosis of bovine cysticercosis. Adviser: Paulo Sérgio de Arruda Pinto.

Bovine cysticercosis is a zoonotic disease that causes lustbefor health and economic
order. Traditionally the diagnosis is performed during the post-mortem tr@pdn
slaughterhouses under sanitary inspection, and consistent basically inscoptro
visualization by means of cuts carried out in predicted muscle groupssyreferred for

the implementation of cysticercosis. It is emphasized that tethod has performance
deficiencies, leaving pass unnoticed discrete forms of the diseasereBearch was
developed with the goal of improving the performance of the diagnosis of bovine
cysticercosis and serologic tests currently developed, allowing ptiesence of
cysticercosis in live animals and increasing the reliabilityhef diagnosis. The research
was characterized by the selection of synthetic peptides anddmezit of a recombinant
chimera protein with high potential for diagnosis of bovine cysticescdsrst, three
different proteins were selected from Taenia saginata (GenBank) (18 kDa oncosphere
antigen [Taenia saginata]; Antigen TSA16 [Taenia saginata]; &mtifSA36 [Taenia
saginata] Heat shock protein 20 homolog [Taenia saginata]), being carriedheout t
prediction of eight peptides (EP1-EP8) with antigenic power by different broiatic
programs. After synthesis and performance analysis of peptides by ELISA test, wedselect
three peptides that have reached the best performance rates (EPAnEREPG) to
compose a chimeric recombinant protein, subsequently named rqTSA-25, which was
inserted into pET 29a (+) for subsequent expression in bacterial sy&benmgTSA25
protein allowed the following performance ratios by ELISA: sensiti@®po (Cl = 76-
94%), specificity 96% (Cl = 84-99%), positive predictive value 96% (Cl = 86- 99%),
negative predictive value 87% (Cl = 74-94%) and 92% accuracy, and subjetengndi
samples of serum control group to immunoblotting, it was not found any false/gosit
reaction or false negative. Thus, first it stands out of innovation in the piauuaf
rqTSA-25 protein and its reported performance, combined with important improveament

in the serologic test for the diagnosis of bovine cysticercosis.
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INTRODUCAO

As atividades agropecuarias merecem destaque para a economies,dpojs=
sustentam o mercado de carnes que estd em constante crescimeatmrddecom a
Organizacdo Mundial de Saude (WHO) o complexo teniose-cisticercogdearelacao
das doencas tropisanegligenciadas (ROSTAMI et al., 2015), justificando o seu estudo
em diagnostico e controle. O Brasil, como grande exportador de carnes adageriv
necessita cada vez mais assegurar a qualidadeseguranca sanitaria dos produtos

comercializados.

A cisticercose bovina é uma enfermidade de distribuicdo mundiabideec
zoonotico, causada pela forma larval da Taenia saginata. Atualmemtesidecada um
dos grandes problemas de salde publica e animal, e estd amplamentdaiforiiiasil,
sendo motivo de preocupacado para frigorificos e produtores devido aos prejuizos que
acarreta (GUIMARAS-PEIXOTO et al., 2012). No Brasil, a prevaléncia reportada para
essa doenca gira em torno de 1,05%, variando entre os Estados da Federag&d ¢DU
al., 2012).0s prejuizos acarretados pela cisticercose séo significatigosnglaba tanto o
setor econémico quanto o de saude publica, destacando que ainda ndo houve sucesso no

seu processo de controle no panorama nacional.

Analisando bovinos abatidos no Estado do Parana, entre o periodo de 2004 e
2008, Guimarédes-Peixoto et al. (2012) estimaram prejuizos de cerca delli®s de

reais advindos da sua condenacao por cisticercose

Usualmente o diagndstico da cisticercose bovina é realizado darardpecao
post mortem em estabelecimentos de abaeconsiste basicamente na analise
macroscopicaem cortes padronizados nos sitios musculares previamente selecionados,
sendo estabelecido no artigo 176 do Regulamento de Inspecéo InduStaiaitéia de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (BRASIL, 1952; BRASIL, 1971). A czaca
inspecionada por inteiro para a pesquisa de diversas doencas, seimimarenhs
diferentes linhas de inspecéo, contudo, a pesquisa por cisticercosegmvotipalmenta
analise dos musculos masséteres e pterigdideos externos e internos, congga@o e

diafragma, preditos como preferenciais para implantacao dos cisticercos.

Diversos autores relatam a necessidade de implementacdo de wrso rec

complementar ao diagnostico de rotina, visando aumsmtaeficiéncia (GUIMARAES-
1



PEIXOTO et al., 2015a; MONTEIRO et al., 2008), pois 0 exame post mmaaieda
apresenta deficiéncias na deteccdo de animais com baixo grau despaoa@AVIA et

al., 2012; PAULAN et al., 2013) e sobretudo na deteccao degearmonocisticercosicas.
Atualmente vém-se empregando o teste ELISA (enzyme linked imnaubers assay)
como uma ferramenta no diagndéstico complementar para o controle deraistcanimal

e também humana, contudo, ainda torna-se necessario padronizar uma técotoaize
alto indice de sensibilidade e especificidade (GUIMARAES-PHI®Cet al., 2015a;
MONTEIRO; PINTO; DIAS, 2006; PINTO et al., 2000a). O teste ELISA também parde s
empregado para rastreamento epidemioldgico da cisticercose ({Dexl, 2015), sendo
possivel determinar a prevaléncia da cisticercose numa deterndireed@ assim entrar

com medidas sanitarias preventivas e evitar depreciacdo excessivaaga.carc

A utilizacé@o de proteinas recombinantes constitui uma alternativagsiana para
o diagnostico da cisticercose humana e animal, dada a dificuldai¢emgdo de material
bioldgico necesséario para a preparacdo de antigenos nativos, que aimespsasaveis
por algumas reacdes falso-positivas ou falso-negativas no imunodiegn@sinforme

alertam Guimarées-Peixoto et al. (2015a) e Silva et al. (2015a).

No diagnéstico da cisticercose, existem similaridades enpeteinas obtidas de
diferentes regides do cisticerco e ténias estudadas, facilitando sissi utilizacdo por
homologia. De inicio, bibliotecas de expressao de cDNA foram cates$rai partir de
MRNAs isolados no estagio de oncosfera ou cisticerco de T. crag$it8f$lER, 1994;
HERNANDEZ et al., 2000; MANOUTCHARIAN et al., 1996; ZARLENGA; RIADS;
Al1-YAMAN, 1994), de T. ovis (PLANCARTE et al., 1999), de T. saginata (BEMI'EE
al.,, 1998; CHAPMAN et al., 1995) e de T. solium (GREENE et al., 2000; KNAN
MCMANUS, 1996).

Visando a otimizacdo do tempo e qualidade do produto final, vem-segango
proteinas sintéticas, construidas a partir de um banco de dados para otideagi@ds
cisticercose. As proteinas recombinantes de 14 e 18 kDa, obtidasickrco total de T.
solium (GREENE; WILKINS; TSANG, 1999; PARKHOUSE et al., 2008) e pras de
18 kDa de T. saginata (FERRER et al., 2003, 2007; GONZALEZ et al., 2011), s&o

relatadas como promissoras para o imunodiagnéstico da cisticercose humana.e animal

Dessa forma, visando o aumento do desempenho dos testes diagndsticos, vem-se

buscando por novos antigenos que possuam caracteristicas antigénaias afimdade

2



com os anticorpos secretados pelo hospedeiro durante os diferentes estadextde. i

Sendo assim, a pesquisa envolvendo antigenos sintéticos e recomppaBtEs ser uma
promissora ferramenta na melhoria do desempenho dos testes diagnosticos, tentando assim,
minimizar os prejuizos acarretados pelo complexo teniose-cisticercpsatirade uma

maior precisédo do seu diagnoéstico, e consequentemente diminuindo as pecaasmoza

asaude publica e economia.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A cisticercose bovina

A cisticercose € uma doenca de carater zoonotico e distribuicdo migatieo
causada pela Taenia saginata, que € um parasito pertencentdiza raemiidae classe
Cestoidea e a ordem Cyclophyllidea sua forma larviacausa a cisticercose, que esta
presente na musculatura de bovinos infectados, e tem como Unico hospedeireodefinit
homem, causando-lhe a teniose (REY, 2001).

Quando os ovos de ténia sao ingeridos pelos hospedeiros intermediarios, o0s
embrides (oncosferas) se libertam do ovo no intestino delgado pela ac&ncdss
digestivos e bile. As oncosferas penetram na parede intestinal 84 ean72 horas,
difundem-se no organismo através da circulacdo sanguinea (GEMMELL¥84).Em
seguida, os embribes saem dos capilares sanguineos e se deslocam para o tecido conjuntiv
adjacente as fibras musculares (CARLTON; AVIN, 1998), permanecendo téest®kuir
para a sua forma vesicular, caracterizando o cisticerco.

A teniose é um problema de salde publica existente tanto em areass Lrbam
rurais onde as condi¢des sanitarias séo precarias, favorecendo tansmass@ como a
manutencdo do complexo teniose-cisticercose, pois libera ovos, que sé@domgelos
bovinos, permitindo que a carne contendo o cisticerco esteja disponiw@Ensomo
humanoOsovos do parasito se mantém no meio ambiente por longo periodo, variando de
4 a 12 meses (HUGGINS et al., 1989), através da contaminagcdo dgepagtar fezes
humanas (SILVA; SILVA, 2007).

2. Prevaléncia da cisticercose bovina

A cisticercose bovina tem distribuicdo mundial, e sua prevaléndépéndete do
nivel das condi¢cfes socioeconémicas dos paises, sendo relatada unpeevaiéncia em
paises em desenvolvimento quando comparado a paises desenvolvidos. A prevaléncia varia
de muito baixg0.03%) na America do Norte e Europa, para elevada, na Africa e América
Latina (10%-80%) (WHO/FAQO/OIE, 2005).

Dorny et al. (2000), analisaram 1164 amostras de soro bovino provenientes da
Bélgica, e detectaram uma ocorréncia de 3,09% no exame sorologicrgraracao ao

exame post mortem que foram detectadas somente 0,26%. Allepuz26i.3). \tilizando
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exame soroldgico detectaram uma prevaléncia de 1,11% em bovinos abatbodaste
da Espanha.

Um estudo foi conduzido em matadouro-frigorifico localizado em Awassa (Btiopia
e do total de 400 carcacas examinadas 26,25% estavam parasitadas iqerosst
(ABUNNA et al., 2008), enquanto na Zambia a prevaléncia relatada fé,1d ao
analisar 628 amostras de soro (DORNY et al., 2002). No Ird foi relatado uvadépoia
de 0,25% de cisticercose bovina (KHANIKI et al., 2010).

Uma das principais aplicagbes dos recursos diagndésticos labosatdaali
cisticercose é a identificagdo do seu quadro epidemiolégico em diferegigéss. Para
conhecimento da atual situacdo epidemioldgio Brasil, € necessario delimitar regides
com maior prevaléncia da cisticercose, por levantamentos epidgioad realizados por
meio dos registros em matadouros-frigorificos, ou principalmente, em estalizadiesa
campo no setor pecudrio, que estimam a real prevaléncia com maiGaqrdesses
ultimos dependem exclusivamente dos recursos laboratoriais, atuakliispuriveis por
meio dos testes imunolégicos como ELISA e immunoblot (GUIMARAES¢PEO et
al., 2015a; SILVA et al., 2015a, 2015b). Embora sejam a principal deadados para
verificacdo da prevaléncia bovina no Brasil, os registros da inspegatrdepodem nao
estimar a real prevaléncia da doencga, ocultando casos positivos da, gwarggpalmente
nas formas discretas, com baixos niumeros de cisticercos visi@eiescopicamente, que
séo os predominantes (MINOZZO et al., 2002).

No Brasil, os dados mais consistentes de ocorréncia comecaram aGsIrginos
de 1946 e 1947 na Regido Central onde foram registradas incidéncias de 1,0% e 1,5% de
cisticercose bovina (FITERMAN, 2005), sendo classificada como disadanipor todo
territério nacional no ano de 1985 (UNGAR; GERMANO, 1991a, 1991b). Nessas décadas
os resultados observados por diversos autores tem mostrado taxas ascedéente
cisticercose bovina em frigorificos no Brasil variando de 0,7% a 5,3%, se§ohdn et
al. (2004).

Reis et al. (1996) estudaram seis estados do Brasil (Minas Gerais, Gtago
Grosso, Para, Tocantins e Sao Paulo) no periodo de 1979 a 1993, e constataram uma
variacao de frequéncia de 0,35% a 4,07%, pela analise de dados de 336.723 bovinos, com
uma prevaléncia de 1,87% de casos de cisticercose. Ja, Fernanded] @0),
analisaram 1.976.824 bovinos no periodo de janeiro de 1990 a junho de 2000, em
estabelecimento com SIF em Aracatuba (SP) e encontraram una¢éépoiv de 4,18%;

nesse caso 0S animais eram procedentes de varios Estados Brasdisiroemo: Sao
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Paulo, Parand, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Goias, Rondobnia, Tocaftinfgae

Catarina.

2.1. Prevaléncia da cisticercose nas regiées do Brasil

2.1.1. Regiao Sul

Em um estudo retrospectivo no Estado do Parand Zampini (1994), encontrou a
prevaléncia de 2,79% de cisticercose bovina analisando dados do periodo dd 9882 a
Ja no ano de 2000, a partir de um levantamento epidemiolégico reaimattaorifico
sob inspecéao federal, Souza et(a007) encontraram um indice de 3,82% de animais com
cisticercose, e posteriormente, Guimaraes-Peixoto et al. (2012raataa prevaléncia da
cisticercose bovina em 2,23% ao analisar o periodo de 2004-2008.

Falavigna-Guilherme et al. (2006), realizaram um estudo observacemnal
matadouro-frigorifico de bovinos e suinos sob SIF, localizado em Sabaudia (2R) de
2004 e encontraram 9,3% dos animais parasitados. Em Santa Catarttetefigiinada
uma frequéncia de 1,40% de cisticercose ao analisar 19.702 bovinos, por meio dke dados
um matadouro-frigorifico sob Servico de Inspecdo Estadual durante o ano de 2006
(NUNES, 2008).

Mazzutti; Cereser; Cereser (2010), determinaram a ocorréncia titzercisse
bovina entre os anos de 2005 a 2010 em matadouros-frigorificos sob fiscalizagdo do SIF no

Estado do Rio Grande do Sul, determinando uma frequéncia da enfermidade em 1,09%.

2.1.2. Regiao Sudeste

Santos (1993), estudou a prevaléncia dessa zoonose durante cinco anos (1988 a
1992) a partir de 520.973 animais oriundos do Brasil Central pecuario e inspecionados com
procedimentos padronizados. As taxas de prevaléncia encontradas foram de 4,19%, 4,68%,
4,97%, 3,54% e 3,24%, para 0s anos de 1988, 1989, 1990, 1991 e 1992, respectivamente.
Segundo o autor, a situagdo do complexo teniose-cisticercose parpoec®econhecida
no Brasil, em virtude, possivelmente, da escassa ou falha na divutigecdados obtidos,
tanto pelos servi¢os de inspecao quanto pelos laboratérios de salde,cmbetibuindo,
também a auséncia de um programa de controle, os autores admitiramqamda,

ocorréncia da cisticercose no pais € superior aos dados publicados.



Fukuda (2003), em um estudo epidemioldgico retrospectivo abrangendo o periodo
entre os anos de 1980-2001, constatou que a média de ocorréncia da cistmicase
em abatedouros sob inspecéo federal no Estado de Sédo Paulo foi de 4,288%dd
envolveu 33.840.531 bovinos. Em contrapartida Manhoso; Prata (2004) registraram uma
prevaléncia média de 7% para o mesmo estado no periodo de janeiro de 1999 a julho d
2001.

Nieto et al. (2012b) analisaram a zona rual do municipio de Matias Barbosa - Minas
Gerais e observaram uma prevaléncia de 0,9% de animais comraiskicdovina
detectados por teste sorolégico. Da mesma forma, Santos et al. (20d@raasta
prevaléncia da cisticercose bovina na zona rural do municipio de Vigadetectaram
0,49% de prevaléncia, e Felippe et al. (2014) detectaram 1,1% de bovino®pqsita a
cisticercose no municipio de Divinésia.

No estado do Rio de Janeif@ereira; Schwanz; Barbosa (2006), ao realizarem um
levantamento a partir de 494.620 animais abatidos no periodo de 1997 a 2003 a
prevaléncia de 1,95%Garcia et al. (2008), verificaram a ocorréncia de cisticercose em
matadouro-frigorifico de bovinos do Estado do Rio de Janeiro entre os anos de 2003 e
2004, sendo possivel observar uma frequéncia de 2,02% de cisticercose nosemimais
2003 e em 2,67% em 2004.

No Estado do Espirito Santo, Galvdo (2008), estabeleceu a prevatincia
cisticercose em 2,18%, analisando dados de ocorréncia da cisticercb2eabatedouros
sob inspecao estadual no ano de 200&to\et al. (2012a) analizaram registros de trés
frigorificos localizados no municipio de Colatina-ES, e constataram quéo 4335

propriedades amostradas houve detecc¢do para casos da cisticercose nos bovinos.

2.1.3. Regiéao Centro Oeste

Ao analisar o periodo de 1974 a 1979, no Estado do Mato Grosso do Sul, foi
encontrado uma prevaléncia de 1% (SCHENK, 1982). Tornando-se constante quando
comparado ao periodo de 1986 a 1993, onde Carmo (1997) constatou prevalénacite média
1,04% de casos de cisticercose. No Centro-Oeste brasileiro (Mato Gressdzidsso do
Sul, Goias e Distrito Federal), foi relatado uma ocorréncia de 0,16% asaardddos
referentes ao ano de 2007 (VOLLKOPFY; XAVIER, 2008h Mato Grosso, durante o
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periodo de 1996 a 2000, 0,69% dos bovinos abatidos em frigorificos com Inspec¢éo Federal

apresentaram les6es compativeis com cisticercose (SCHEIN et al., 2004).

2.1.4. Regides Nordeste e Norte

Os estudos epidemioldgicos encontrados para as regides Nordeste edNorte s
escassos e, em sua maioria, refletem somente dados provenientesguisapeem
matadouros, ndo demonstrando a real prevaléncia da cisticercose nessas regides.

Fiterman (2005), estudou casos de condenacdo por cisticercose em cinco
matadouros frigorificos sob regime de inspecéo federal no periodo de 1999 a 2005. Foram
abatidos 1.330.923 bovinos e a prevaléncia média de casos positivos vabi@2%ea
1,23 %. Arcari (2008), investigou os casos de cisticercose bovina em matadouro-frigorifico
com inspecao federal no municipio de Teixeira de Freitas (BA); no estoidon
inspecionadas 92.944 carcacas durante o ano de 2007, apresentando 0,91% de carcacas
parasitadas por cisticercose.

Santos et al. (2008), determinaram a prevaléncia de cisticerasaago 142.579
bovinos abatidos em estabelecimento com SIF no municipio de JequiédqB#eriodo
analisado foi de agosto de 2004 a julho de 2006 e foi possivel constatar uma prevaléncia de
1,74%. Freitas; Palermo (1996) por meio de estudo retrospectivo no Estadwégdo P
encontraram prevaléncia de 0,0097% para a cisticercose bovina e 0,03657% asea teni
humana provocada por Taenia saginata.

Oliveira et al. (2011) realizaram um levantamento da preval@®cieisticercose
bovina no Estado de Alagoas no periodo de 2000 a 2005, a partir dos bovinos abatidos em
matadouros-frigorificos sob Inspecdo Federal determinando-se a prevaléfci2%ea
0,65% no Estado.

As informacbes baseadas em estudos a campo sdo escassas, eUstoTio
estudos disponiveis que estimem a prevaléncia do complexo tenigssrense, por meio
dos testes ELISA e immunoblot (FELIPPE et al., 2014; IASBIK et al., 20X O et al.,
2012a; SANTOS et al., 2013). Dessa forma, pouco se conhece sobre ituagabsdo
complexo tenieecisticercose no Brasil. Ressaltando que, a ndo obrigatoriedade da
notificacdo e a auséncia de programas de controle na maioria ddssEslidicultam o

conhecimento da atual prevaléncia desta zoonose.
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3. Resposta imune a cisticercose

Como mecanismo de protecao contra o hospedeiro, o cisticercevieestido por
uma parede membranosa na vesicula, que possui proteinas, algumas detasaafde
propriedades antigénicas e estimulando a producdo de antigenos espedifientantb,
estes antigenos ndo tém maior efeito na protecdo contra a doencaeairgae 0s
cisticercos desenvolvem uma série de mecanismos evasores (PABKIOSCHULTZ,
1972).

A imunidade no género Taenia € predominantemente mediada por anticorpos e,
portanto, possuem muitos imunodeterminars@slogicos com potencial na protecdo e
diagnostico da cisticercose (FERRER et al., 20D8)acordo com Flisser et al. (1979),
auséncia de anticorpos nédo pode descartar a auséncia da doenca, sendesjpoistaa r
humoral contra a cisticercose pode ser curta ou baixa. Em certosaasggpsta imune
do bovino contra a cisticercose pode acontecer de forma tardia, ou entéoapaderrer
significativamente devido & imunidade passiva adquirida pelo animalV{@RAES-
PEIXOTO et al., 2015b). O cisticerco possui uma habilidade dewadrgpor um longo
periodo durante a resposta imune do hospedeiro, por meio de secrecao de aniEgenos
afetam a modulacdo do sistema imunitario do hospedeiro (HARRISONKIRARSE,
1989), habilidade que também é compartilhada pela Taenia soliummws §8CIUTTO
et al., 2007).

Segundo White (2000), o parasito secreta um inibidor de serina proteasglcham
de taeniaestatina que inibe a ativacdo do complemento, de linféc#oproducdo de
citocinas. A superficie do parasito é recoberta por uma camada deqaoidso, que
afasta a ativacdo do complemento da parede do cisto. A paranpossggte no parasito
tamk®m inibe a via classica de ativacdo do complemento. O fmam@siduz também
prostaglandinas e proteinas de baixo peso molecular que diminuemmeagéftae alteram
a producédo de citocinas nos linfocitos Th2 auxiliares. O cisticereetaquroteases que
podem degradar interleucinas e imunoglobulinas. Os cisticercosisviasgmulam a
producdo de imunoglobulinas, que paradoxalmente aumentam o tamanho do cisto e
degradam aminoécidos.

Por meio de infeccdo experimengh bovinos, Guimaraes-Peixoto et al. (2015b)
acompanharam a cinética de producéo de anticorpos, e obsequa alguns bovinos néo
apresentam resposta imunoldgica eficaz contra a cisticercose e/ou pesj@onder

b

tardiamente a infeccdo, tratando-se provavelmente de uma protecéetadifkelatos
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atestam que a imunidade contra parasitas Taendidasliada por anticorpos (FERRER et
al., 2003; GUIMARAES-PEIXOTO et al., 2015b; HARRISON; PARKHOUSE, 1989;
HARRISON et al., 2005).

4. Diagndstico e controle

O diagnéstico da cisticercose bovina € tradicionalmente realizado elumant
inspecao post-mortem em matadouros-frigorificos inspecionados e consistebasicna
avaliagcdo visual macroscopica de cisticercos nos tecidos esoegéiisceras da carcaca,
conforme normas técnicas do Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Mind#erio
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1971). Contudo, péesade
natureza estética e comercial, o inspetor normalmente ndo rétalbao material
submetido a inspecdo de rotina ou posteriormente a ela, sendo passivl ocr
subestimacédo da prevaléncia.

Atualmente o teste ELISA vem sendo utilizado como principal recurso sicmlog
para avaliar a situacdo epidemioldgica da cisticercose, contudoapszfeicoamento
poderia melhorar a eficiéncia do diagndstico da doenca, sobretudo nos amideig\as
(OGUNREMI; BENJAMIN, 2010). Diversos autores relatam também a ndeegssde se
pesquisar e implementar o teste ELISA como um método auxiliaspgegdo visual de
rotina, com o proposito de aumentar a eficiéncia no diagnodstico da csedyovina
(GUIMARAES-PEIXOTO et al., 2015a; MINOZZO et al., 2004; MONTEIR® &,
2008).

A utilizacdo do teste ELISA revelou que a prevaléncia daceistise bovina,
realizada por meio da inspecdo em matadouros-frigorificos € subes{iD@EalY et al.,
2000), pois o exame post mortem de rotina é considerado um método de baixa
sensibilidade, sobretudo em infec¢cdes leves (BAVIA et al., 2012; PAU&AN., 2013).
O custo de implementagcdo de uma ferramenta mais sensivel paranostitag da
cisticercose bovina deve ser relacionado com os beneficios de umpaoreths riscos de
infeccdo humana, tendo um alto potencial para impedir o ciclo de transmissaoptkexoom
teniose-cisticercose, beneficiando também o setor pecuéario pkigdce das perdas
econdmicas (ALLEPUZ et al., 2012).

Atualmente, sdo desenvolvidas pesquisas sobre a utilizacdo do B&$Béiado@
exame anatomo-patoldgico realizado em matadouros-frigorificos, sendo impontmte

somente como uma nova proposta de diagnostico da doenca, mas podendo servir como
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uma ferramenta epidemioldgica, fornecendo dados da prevaléncia e dadearesz®,
permitindo o acompanhamento da sanidade dos rebanhos abatidos proveleigrtss
endémicas (GUIMARAES-PEIXOTO et al., 2015a).

O teste ELISA ainda apresenta falhas no diagndéstico imunolégico cogerad
brutos, sendo necessario pesquisar por novos antigenos, e desenvolver protocolos que
otimizem o desempenho do teste. E importante ressaltar que, emdesndi campo, o
bovino ingere menor quantidade de ovos de ténia, e proporcionalmenteesgaadrd mais
brandayisto que a intensidade da resposta imune pode ser menor (MINOZZO et al., 004)
consequentemente, havera menor quantidade de anticorpos circulantes.

Deve-se destacar também a importancia da deteccdo das €arcaca
monocisticercdsicas, ou seja, aguelas que apresentam somente @ICCisS Sitios de
inspecao rotineira, pois representam cerca de 94% (SOUZA et al., 2007 @rckasas
diagnosticadas com cisticercose nas linhas de inspecdo. Lembrando péadnytoue a
deteccao de um cisticerco nas linhas de inspecao, ndo exclseagaalos cisticercos em
outros sitios musculares nédo inspecionados (GUIMARAES-PEIXOTQ, €046). Esse
fato, deve ser considerado selecionar um teste de diagnostico auxiliar, visto que, a maior
dificuldade de diagnosticar a cisticercose por meio de testes soosl@fio os baixos
niveis de anticorpos circulantes em infecgdes leves (KYVSGAARAD.€1991; SMITH;
SNOWDON; FINLAY, 1991). Nesse sentideém sendo desenvolvidas pesquisas com
diferentes antigenos que possam contribuir significativamente na melaae&sempenho
do teste ELISA, sendo eles: antigenos brutos (totais ou parciais) homoélogeterdlogos
a Taenia saginata. Entretantas pesquisas envolvendo antigenos recombinantes para o
diagndstico da cisticercose bovina séo raras.

Quanto ao uso do antigeno homadlogo, proveniente de Taenia saginata, destacam-s
0 antigeno de extrato bruto do cisticerco, de membrana e de secrecao e exoyegign-O
Abuje et al. (1996), utilizaram antigeno do liquido vesicular de Tasaginatae
detectaram que, do total de animais negativos a inspecdo de R6j68 possuiam
antigenos circulantes contra a cisticercose. A utilizacaostie EISA contra anticorpos
monoclonais contra 0 antigeno de secrecdo e excrecdo de Taenia Stegimism €
relatada como promissora por alguns autores (VAN KERCKHOVEN et al.,, 1998;
BRANDT et al., 1992; DORNY et al., 2000).

O antigeno heterdlogo ao de Taenia saginata atualmente naédoepara o
diagnodstico soroldgico da cisticercose bovina, é o proveniente deaTaassiceps, que

7

comumente é utilizado por diversos grupos de pesquisa (MINOZZO eRCal4;
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THOMAZ-SOCCOL et al., 20L.0GUIMARAES-PEIXOTO et al., 2015a; SILVA et al.,
2015a). Sendo assim, Silva et al. (2015), utilizaram diferentes asiadp antigeno de
Taenia crassiceps, tais como antigeno total bruto, antigeno totehdmre antigeno
membranar. Foram alcancados valores de sensibilidade oscilando de 40 @ KDVe
22,5 a 82,5% de especificidade (2 SD), sendo que, as taxas de desempenhofai@tadas
calculadas a partir de amostras dentro do mesmo grupo soro coeindi@ efas: amostras
de bovinos experimentalmente e naturalmente infectados para a @skceanimais
negativos e animais com outras doengas.

Com relacdo aos antigenos sintéticos e recombinantes, vém sendsases|ds
antigenos homologos e heterdlogos a Taenia saginata, visto que, algursasagprot
identificadas possuem a mesma funcdo em diferentes tipos de t@nés. I@mologos aos
antigenos de 16 kDa (TSA16) foram identificados em diversas espécies de téniaseinclusiv
na Taenia saginata. A TSA16 tem uma estrutura altamente presequada capaz de
codificar um sinal secretdrio, visto que, a presenca de um sinatiésiecreesse grupo de
antigenos € sugestivo que ele pode ser secretado pelo préprio parasitins Es
demonstram que o antigeno de 16 kDa esta associado com as vescretsas
produzidos na oncosfera ativada do cisticerco (GAUCI; LIGHTOWLERS, 2013).

Ferrer et al. (2003) analisaram seis diferentes peptideos sintétiacdiggnostico
da cisticercose bovina, sendo eles dois peptideos derivados da oncosistateo de
Taenia saginata (HP6-2 e HP6-3), 2 peptideos derivados da sequéncenideskaginata
homéloga a Taenia ovis 45W (Ts45W-1 e Ts45W-5), um peptideo com ladardo
antigeno de protecdo de T. saginatd. ovis (Ts45S-10) e um peptideo derivado da
sequéncia da proteina de superficie homoéloga entre T. sagiBakténococcus spp (TEG-
1). Dessa forma, ficou constatado que somente os peptideos HP6-2, TEGsU3Rd.0,
tiveram uma performance minima para determinar exposicdo ou naenéa Tsaginata.
Abuseir et al. (2007) sintetizaram um peptideo oriundo de HP6-2 e obtiveram sensibilidade
de 100% e especificidade de 98% ao analisar amostras de soro bowtamlamlem
matadouro-frigorifico.

O principal antigeno de secrecédo de 18 kDa de oncosfeflasdginata ativadas
(HP6- Tsag) oferece uma potencial dupla utilidade, sendo como va@ha @ara as
ferramentas de diagnostico (FERRER et al., 2007), que foi indentificado ppdensua
reatividade com anticorpos monoclonais (HARRISON; PARKHOUSE, 18#8jay et al.
(2002) posteriormente demonstraram que o HP6-Tsag serveria como um@eulaale

adesdo, uma propriedade relacionada a estimulacdo de anticorpos de ,psmRgao
15



assim, a presenca de anticorpos HP6-Tsag pode ndo somente indicafexpoggrasito,
mas também pode indicar o grau de resisténcia a uma infeccéo securtiRR&ER-et al.,
2007). Silva et al. (2015pambém ressaltaram a importéncia de peptideos de baixa massa
molecular de antigenos de Taenia crassiceps, como o de 18kDa,gnéstia da
cisticercose bovina pelo teste do immunoblot.

O conhecimento de peptideos imunodominantes é um importante aliado para
melhoria do desempenho dos testes de imunodiagndsticos, dada a saarelsitéi com
a doenca, evidenciada pela sua alta afinidade com anticorpos deneédo hospedeiro
durante a infeccdo (NOYA et al., 2003). A substituicdo dos epitopos lirdesgsoteinas
de antigenos, por peptideos sintéticos € uma excelente estpaégieapturar antigenos
especificos aos anticorpos originidados nas amostras de soro (ANDRESH)\;2B®)
Além disso, novas metodologias computacionais tém alcancadopedtasao no
mapeamento de epitopos antigénicos, o que tem facilitado a selecao de peptideaasutiliz
no imunodiagnostico (WANG et al., 2014; ZIMIC et al., 2011).
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OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar e avaliar o potencial diagnéstico de diferentesipeptoriundos de distintas
regides da Taenia saginata, convergindo os melhores resultados para agpdsduma

nova proteina recombinante quimérica, avaliando o desempenho dessa poteimzip

do teste ELISA indireto (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e Immunobsdaindo
aumentar as taxas de desempenho dos referidos imunoensaios no diagndstico da

cisticercose bovina.

Objetivos Especificos

v Caracterizar oito peptideos ainda nao estudados, derivados de difereidies degi

Taenia saginata, com potencial diagnostico para a cisticercose bovina;
v' Avaliar o desempenho dos novos peptideos;

v' Desenhar uma nova proteina recombinante quimérica contendo os peptideos que

apresentaram melhor desempenho durasémalises;

v" Produzir o antigeno recombinante em sistema heterélogo de exppaesaagso no

diagndstico soroldgico;

v Caracterizae avaliar o novo antigeno recombinante de Taenia saginata, objetivando

aumentar as taxas de desempenho dos imunoensaios;

v Utilizar antigenos recombinantes em testes ELISA indiretonmunoblot como

alternativa de diagnéstico para a cisticercose bovina;

v' Comparar o desempenho do novo antigeno recombinante com o antigeno natural

bruto de Taenia crassiceps;
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CAPITULO 1

Novos antigenos deriadosde Taenia saginata e desempenho da proteina rqTSA-25
para o diagnéstico da cisticercose bovina
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RESUMO

A cisticercose bovina compde o complexo zoondtico teniose-cistieercpe é de
distribuicdo mundial sendo causado pela forma larval da Taenia &ggjonando presente
na musculatura de bovinos; e em sua forma adulta fica albergad@stmotle humanos
parasitados, caracterizando a teniose. O diagnéstico € realizadootraldiginte pela
inspecdo post mortem em matadouros-frigorificos sob fiscalizagdo sani@nsistindo
basicamente na visualizacdo macroscopica, palpacdo e cortesas causadas pelo
cisticerco em sitios musculares pré definidos como preferenciais paentagdlo dos
cisticercos, contudo, muitas vezes a carcaca parasitada pode desgsarcebida. Nesse
contexto, o objetivo do presente trabalho é caracterizar e avaliarempitho de
diferentes peptideos de Taenia saginata, por meio do teste ELISApberpooduzir e
avaliar o desempenho de uma nova proteina recombinante quimérica copodst
antigénico. Foram selecionadas trés regides distintas da Taeayiizataa utilizando
predicdo por bioinformética, sendo selecionado oito peptideos (EP1-EP8). Ssintooa
desempenho dos peptideos foi testado individualmente, e selecionadass ampral
desempenho superior (EP1, ER4£P6), para compor uma nova proteina recombinante
guimérica. A proteina foi denominada de rqTSA-25, alcancando as segaixéssde
desempenho no ELISA: sensibilidade de 88% (IC=76-94%), especificidade de 96%
(IC=84-99%), valor preditivo positivo 96% (IC=86-99%), valor preditivo negativo 87%
(IC=74-94%) e acuracia de 92%o immunoblot,a proteina ndo revelou qualquer reacéo
falso positiva ou falso negativa. Diante do exposto, recomenda-seacétl da proteina

rqgTSA-25 para o diagnostico da cisticercose bovina.

Palavras-chave: Cisticercose bovina; Proteina recombinante; peptidécosifisienia

saginata; diagnéstico
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ABSTRACT

Bovine cysticercosis composes the zoonotic complex teniasisargsists, which is a
worldwide distribution and is caused by the larval form of Taenia saginata when present in
bovine muscles; and its adult form is housed in the intestine oftédfehumans,
characterizing teniose. The diagnosis is made traditionally lpeat®n post morterat
slaughterhouses under sanitary inspection, and consists basically of ¢thesauopic
visualization of lesions caused by cysticercosis in musclesdgtesmined as preferred for
the implementation of cysticercosis, however, many times paegksianimals can pass
unnoticed during this inspection. In this context, the objective of thidysts to
characterize and evaluate the performance of different peptides fif@memt regions of
Taenia saginata, using ELISA as well as producing and evalugperfoemance of a new
recombinant protein chimera derived from the fusion of different peptides witgha hi
power antigen, previously assessed for the diagnosis of bovine cysticewesselected
three distinct regions of Taenia saginata and through the bioinformatics psobeaa
been predicted eight peptides with antigenic potential (EP1-EP8). Thase peptides
were analyzed individually, and those who have obtained superior performanber® ot
(EP1, EP4 and EP6), were selected to compose a new chimeric mre@oingrotein. The
new protein was named rqTSA-25 and achieved the following performancerrdtes i
ELISA test: sensitivity 88% (Cl = 76-94%), specificity 96% (Cl = 84-99%), tppasi
predictive value 96 % (Cl = 86-99%), negative predictive value 87% (Cl 84%4)- and
92% accuracy. In the immunoblot, this protein showed no false positiveserrfagative
reaction. Given the above, it is recommended to use the rqTSA-25 protein for the diagnosis

of bovine cysticercosis.

Keywords: Bovine cysticercosis; recombinant protein; sintheticigesptaenia saginata,
diagnostic.
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1. INTRODUCAO

A cisticercose bovina compde o0 complexo zoonotico teniose-cistggercausado
pela Taenia saginata, sendo considerado um dos grandes problemas delisbcale
animal que esta amplamente difundido no mundo e, particularmente no Braménece
como motivo de preocupacéao para frigorificos e produtores rurais devido aos pigjeizos
acarreta (GUIMARAES-PEIXOTO et al., 2012). O ser humano é o hospedéiniivie
da Taenia saginata (DORNY; PRAET, 2007), e os bovinos atuam como hospedeiros
intermediarios, contaminando-se ao ingerirem direta ou indiretamerds feananas
contendo ovos de T. saginata (MONTEIRO; PINTO; DIAS, 2006).

Os prejuizos advindos da ocorréncia da cisticercose sao diagdostgmente na fase
final da cadeia produtiva, no momento do abate do animal, sendo assrsiveis.
Guimaraes-Peixoto et al. (2015ajtimaram prejuizos advindos da condenagdo pacersbse
em torno de R$ 120 milhGes de reais, analisandegistros nosologicos do Servigo de Inspegéo
Federal no Estado do Parana, entre 2004 a 2008.

Atualmente, diversos autores relatam a necessidade de se pesguisie@mentar
o teste soroldgico ELISA como método auxiliar a inspecéo de rotinagrisicsama maior
eficiéncia no diagnéstico da cisticercose bovina (ALLEPUZ et al, 2012;
EICHENBERGER; STEPHAN; DEPLAZES, 2011; MONTEIRO; PINTO; HA2006;
OGUNREMI; BENJAMIN, 2010). Essa indicacdo vem sendo apoiada por Autosidizde
Seguranca Alimentar Européia, que recomendam o desenvolvimentiolacaa de um
teste de sorodiagndéstico para a cisticercose bovina, como uma impteteanteenta no
diagndstico de rotina (CLIQUET et al., 2010).

Os principais parametros do desempenho (sensibilidade + especificidade) do
ELISA para a cisticercose animal ja foram relatados por diversoeeaullGUIMARAES-
PEIXOTO et al.,, 2015a; MINOZZO et al., 2004; MONTEIRO; PINTO; BIA2006;
PINTO et al., 2000b; THOMAZ-SOCCOL et al., 2010), contudo ainda néo sg;alean
valores satisfatérios quando o alvo era animais naturalmente infectadoppspuem
menos anticorpos circulantes, sendo assim, fica evidente a necesdmladascar
alternativas antigénicas, que possam contribuir para a melhoria do ,GidS#ivelmente
por meio da associagcdo de técnicas de bioinformatica para selepéiotelaas de alta
afinidade, da biologia sintética e recentemente da proteémica.

A producdo e utilizacdo de proteinascombinantes e quimeras vém sendo

empregadas em pesquisas de diferentes doencas, tais como @ cEsaplasma gondii
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(BEGHETTO et al., 2006), de Leishmania infantum (BOARINO et al., 20f%)peste
suina classica (VAN GENNIP et al., 2000) e também de Taeniansdgbrincipalmente
com foco na neurocisticercose humana (SAKO et al., 2000), ainda gsgadicom o
diagndstico da cisticercose suina. No diagndstico da cisticercose péwonhecido que
as proteinas antigénicas de larva de Taenia crassiceps, sobretude dgumixa massa
molecular tém sido empregadas no diagndstico imunolégico da etee bovina
(GIROTTO et al., 2009; SILVA et al., 2015b). A proteina de Taenia sagatasmente
mais estudada é a proteina de 18 kDa de oncosfera de cisticerco, ddaohir&
(FERRER et al., 2003, 2007; GONZALEZ et al., 2011) ou TSA-18 (JABBAR et al.,
2010a; LIGHTOWLERS; ROLFE; GAUCI, 1996), que é uma proteina de adesdo da
oncosfera dos cisticercos, e vem sendo empregada no diagnostico dacosgs animal
e humana (FERRER et al., 2007).

Diante da necessidade de se pesquisar proteinas alvo, que possuraafimdade
com os anticorpos secretados pelo hospedeiro, visando o aprimoramento dos testes de
diagnostico soroldgico, propde-se nessa pesquisa, caracterizar elavaliaova proteina
recombinante quimérica, baseada em diferentes peptideos de raegiéeslares alvo de
Taenia saginata, avaliando o seu potencial para o diagnéstistidarcose bovina, em
comparacdo com o0s protocolos desenvolvidos com os antigenos de larvande Tae

crassiceps.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao do antigeno total de Taenia crassiceps

Os antigenos de larva de Taenia crassiceps foram obtidos a parntcdi&acao
intraperitoneal em camundongos BALB/c fémeas, de acordo com a metodidegréda
por Vazet al. (1997).

Apés coleta, os cisticercos foram congelad@8°() e, em seguida, submetidos a
diferentes etapas: desidratacdo por liofilizacdo; trituracdo dosectsis liofilizados;
adicdo de solugdo salina 0,15M obtendo uma proporcédo final de 6,5 a 10%;
homogeneizagcdo, em banho de gelo, com homogeneizador de tecidos (Potter);
centrifugacdo do material obtido a 17.400g/30min/4°C. Ao sobrenadante foi adicionado
inibidor de protease (PMSF, Sigma Chemical Co, St.Louis, MO, USA, P@&ZEM - 10

ul/ml) e o antigeno armazenado @0°C) até o momento do uso.
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2.2. Obtencao dos peptideos sintéticos

Foram selecionados oito peptideos oriundos de 3 diferentes proteinasnta Tae
saginata a partir do seguinte esquema: 2 peptideos derivados da protmicasiera de
18 kDa (GenBank AD0O86979.1) de Taenia saginata, 3 peptideos provenientes da proteina
do antigeno de 16 kDa TSA16 (GenBank AFU50753.1) e 3 peptideos derivados da
proteina de 36 kDa (GenBank CAA73114.1) (Tabela 1).

Para predicao dos peptideos, foram utilizadosrquabgramas de bioinformética
sendo eles: o Bepipred® (LARSEN; LUND; NIELSEN, 2006), método quézaitd
combinacao das escalas de hidrofobicidade de Parker (PARKER; GUO; E&)[1G86),
estrutura secundaria de Levitt’s (LEVITT, 1978) e modelo oculto de Marcovi; O
ABCpred®, que utiliza uma rede neural artificial (SAHA; RAGHAVA, 2004),
AAPpred®, que utiliza um escala de antigenicidade de pares de aminoacidos (CHEN et al.,
2007) e o ELIPRO® que prediz epitopos descontinuos (conformacionais) por meio da
analise de regides com acessibilidade de solvente e fldai&iem uma estrutura 3D
(PONOMARENKO et al., 2008).

Dessa forma, os dados obtidos compilados pelo programa BioEdit® e selasiona

as sequéncias de aminoacidos mais recorrentes, que convergiram em: EP1

(WDTKDMAGYGVKKIEV), EP2 (HPRKTWNTTVSVDNGK), EP3
(SGDTSLRSCMHWSHKG), EP4 (VRHVSVSASPVSKPHH), EP5
(GRILLQGLLANTEYVL), EP6 (SIFPTRDSRDLSSRRR), EP7

(IQPREFHPELEYTQPG) e EP8 (SEVQERQLAVKNKEGL), com posterior siate

(Genscript®) com >95% de pureza.
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Tabela 1. Descricdo das proteinas de Taenia saginata, nomenclaturatittsope sua
sequéncia de aminoacidos.

Descri¢do das proteinas Peptideo Sequéncia de aminoacidos
18 kDa oncosphere antigen [Taenia saginata] EP1 WDTKDMAGYGVKKIEV
EP2 HPRKTWNTTVSVDNGK
Antigen TSAL6 [Taenia saginata] EP3 CSGDTSLRSCMHWSHKG
EP4 CVRHVSVSASPVSKPHH
EP5 CGRILLQGLLANTEYVL
Antigen TSA36 [Taenia sagindtéleat shock protein 20 homolo EP6 CSIFPTRDSRDLSSRRF
[Taenia saginata]
EP7 CIQPREFHPELEYTQPG
EP8 CSEVQERQLAVKNKEGL

*Foi adicionado um residuo de Cisteina nos peptideos HPB3para facilitar seu
acoplamento com proteinas carreadoras.

2.3. Obtencao dos soros-controle e delineamento experimental

As amostras de soros-controle bovinos foram analisadas em cinco gstpasg]i
de acordo com o tipo de peptideo (EP1 a EP8) e tipo (G1 a G5) e niimndeosoros-
controle. O grupo 1 (G1) foi composto por amostras de sangue de bovinos procedentes de
uma propriedade sem histérico de cisticercose, que foram infectados expalnnente
(GUIMARAES-PEIXOTO et al., 2015a, 2015b), (EP1-EP2, n=60; EP8- n=30),
considerando amostras em diferentes periodos pés-infec¢cdo. O grupo 2 (G#)dosto
de amostras de animais naturalmente infectados, cujo diagnésticestitarcose foi
realizado durante a inspecdo post-mortem conduzida na rotina de abatdagiouroa-
frigorificos supervisionados por servico oficial de inspecdo (EP1-EP2, n=GoEmRS
n=30). No grupo 3 (G3) se enquadram amostras de bovinos negativos parecasice
abatidos sob samesmas condi¢cées dos animais do grupo 2 (EP1-EP2, n=6(EMBP3-
n=30). J& as amostras de soro do grupo 4 (G4) foram obtidas de bovinos tandiémsneg
para a cisticercose e criados em isolamento ambiental, sob @ndadiroladas desde o
nascimento (EP1-EP2, n=12; EEB8, n=7). O grupo 5 (G5) foi composto por amostras
de bovinos negativos para a cisticercose, contudo apresentando outras doencas

(tuberculose, hidatidose e fasciolose), diagnosticadas ao abate sobnassneendicdes
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dos animais do grupo 2 (EP1-EP2, n=28, sendo tuberculose n=8, hidatidose n=8, fasciolose
n=12;EP3-EP8, n=15, sendo tuberculose n=2, hidatidose n=4, fasciolose n=9).

Para realizagdo do immunoblot, foram selecionadas as amostrasuitiagi em
cinco grupos de soro controle, descritas a seguir, seguindo as mesmas caaelicoes
diagnoéstico consideradas anteriormente: grupo 1, composto por amostras de animais
experimentalmente infectados (n=15), grupo 2, amostras de animais natwalment
infectados (n=15), grupo 3, animais negativos a cisticercose durante exameopem
padrdo (n=15), grupo 4, animais negativos para a cisticercose e criadsslanento
(n=3) e grupo 5, animais negativos para a cisticercose que apreseotdrasndoencas
durante exame post mortem de rotina, sendo elas: tuberculose (n=2), faqoisise
hidatidose (n=4).

2.4. ELISA — peptideos

As diluicbes 6timas dos reagentes para 0 ensaio ELISA, utilizangepigleos
sintéticos como antigenos, foram determinadas previamente por ttelacBloco. Para o
EP1 e EP2, houve uma etapa adicional, consistindo em um prévio tratadaeplaca de
imunoensaio com Polypep® 2% (Sigma P5163) por 10 horas em temperatura ambiente,
seguida de trés lavagens com PBS pH 7,4. Os peptideos foram diluidtzsmpéo
carbonato-bicarbonato 0,5M pH 9,4 (1 pg/mL) e imobilizados em placas de imainoens
(Thermo. Nunc, Maxisorp), overnight a 4°C. Apo6s trés lavagens (solucdo salina 0,15M, pH
7,4 contendo 0,05% Tween 20) as placas foram bloqueadas (leite desnatado em poé
Molico® a 1% em PBS) e incubadas por 1 hora a 37°C. As amostras de soroftn@rmo
diluidas a 1:25 (EP1-EP2) e 1:100 (HPRB) na solucdo de blogueio com Tween 20,
durante 1 hora a 37°C. Apos lavagens, o anticorpo conjugado com peroxidase contra IgG
bovina (A5295, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), foi adicionado na concentracao
de 1:1.250 (EP1-EP2) e 1:10.000 (HERRB), repetindo os procedimentos de incubacao e
lavagem. A reacao foi revelada com solucéo de dihidrocloreto deleridiaimina QPD -
Sigma P8287, Chemical Co., St Louis, MO, USA) (0,1%).6:+a 0,003% em tampao
citrato-fosfato 0,2M pH 5,0, durante um periodo de incubacgéo de 30 minutos a taraperat
ambiente. A reacao foi bloqueada comSE: 4N. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro a 492nm. A quantidade de reagentes aplicados a plastesa rem

100ul, exceto para a solugao bloqueadora, 200ul.
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2.5. Critérios de interpretacdo e andlise dos resultados do ELISA

As reac0Oes foram analisadas pelo teste ELISA em triplicatadiyte a média das
densidades o6pticas (DO). Os valores de DO obtidos foram ajustados c@naiafaruma
placa padréo, sendo o fator de correcao calculado conforme Passos NE98R8pressao
da positividade e negatividade dos resultados pelo teste ELISA, faileauo o ponto de
corte, representado pela D.O. média obtida na andlise dos soros-coetale/os,
acrescida de dois desvios-padrédo. Para calculo do desempenho do téstadfmiem
consideracao um intervalo de confianca (IC) de 95%.

Para a determinacdo das taxas de desempenho do teste ELISA, foradosadst
célculos da sua sensibilidade, especificidade, valores preditivosvgpositnegativo e

acurécia, por meio da tabela 2x2, utilizando o seguinte esquema:

Exame post- mortem

ELISA + -
+ a b
c d

Onde:
Sensibilidade = a.100/ a + c¢; Especificidade = d.100/ b + d; Valor preditivo positivo
(VPP)= al/(a+b); Valor preditivo negativo (VPN)= d/(c+d); Acuracia = a+d/(a+b+c+d).

2.6. Sintese da proteina recombinante quimera

Apés teste preliminar do desempenho dos peptideos nAEDEStrés peptideos
com melhor desempenho foram selecionados para a constru¢cdo de uma uma proteina
recombinante quimera contendo trés repeticdes de cada peptidgonaele (EP1, EP4,
EP6), fixados por ligante flexivel entre si (GG&@egistry of Standard Biological Parts
— Acesso numero: BBa_K1486003 (http://parts.igem.org/Part:BBa_K1486003) eeligant
rigido entre os diferentes peptideos (EAAAKEAAAK) (CHEN; ZARO; SHEN, 2013)
Posteriormente, o novo gene foi subclonado em vetor de expressdo pET 29a(+)

(Genscript®), sendo denominado de rqTSA-25.
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2.6.1. Plasmideo para expressao

Inicialmente, foi utilizado o vetor pET-29a(+) para a proteina quimérisaef@res
pET utilizam promotor do bacteriéfago T7 e operador lac, responsaveisqgetfole da
transcricdo do gene recombinante, a qual induzida por IPTG (isopropiltingadeo)
proporciona altos niveis de producdo de proteina. O plasmideo apresenta também
sequéncia His-Tag com cauda de histidina C-terminal, o quiafagi purificacdo da
proteina expressa por cromatografia de afinidade, em coluna quelante dzarcega
Niquel. O pET-29a(+) tém ainda um gene de resisténcia a Kanamigia serve como

marcador de selecdo (Figura 1).

¢

Kan f1 origin JqTsa-25.

&

lacl

Figura 1. Cassete de expressao do vetor pET-29 a(+) com o a proteina rqTSA-25

O plasmideo recombinante clonado foi transformado em células Eacktihagem
BL21 CodonPlus (DE3) - RIL (Stratagene, USA), onde a proteina recombinante foi
expressa. Apés a transformacédo, as bactérias contendo o plasmideo redenfilniaan
cultivadas durante a noite a 37°C/180 rpm em meio LB (Luria Bertani) carg/60. de
kanamicina. As células foram entdo diluidas 1:100 em meio TB (TeBrfith, Sigma
com 50 ug/mL kanamicina, e a cultura crescida a 37°C /180 rpm por aproximaddmente
horas até atingir uma densidade Optica 6363 de 0,8-1. Depois de atingida a densidade
Optica, foi realizada a indugcado com IPTG 0,5mM a 30°C/180 rpm, coletaraltgetas
com 4, 8 e 12 horasos a inducéo.
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2.6.2. SDS-PAGE inducéo

As amostras coletadas a cada condi¢cdo foram misturadas com tdenpéwostra
contendoSDS e B-mercaptoetanol para posterior analise por SDS-PAGE, para estimar a
eficiéncia e qualidade da expresséo da proteina e assim selecionar as connie8qsaéai
expressado. As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida 15%, usando um sistema
de tampao Tris-glicina. Apds a corrida, o gel foi revelado com solucamteodz
Coomassie Brilhante Blue R- 250 (Sigma) e descorado com solu¢éo desddoeaatordo
com a analise de sequéncias da massa molecular esperad@ntesda proteina
recombinante, (incluindo a cauda poli-histidina C-terminal) é de aproximadamente 25 kDa.

A expressao foi detectada com o auxilio do marcador de massa laro[@oad Range
161-0317, BioRad

2.6.3. Purificacdo protéica

Primeiramente, o precipitado de células foi ressuspendido em tampaoede lis
(1g/20mL, NaCl 60 mM, NaCgH 50 mM, pH 7,3). As células foram lisadas em gelo por
12 ciclos de sonicacgao (Ultrasonic liquid processors S-4000-010, Misonix IncdeN¥()
segundos, amplitude de 25mA, cada um com intervalo de 10 segundos para evita
aquecimento da amostra. As células escombro foram removidas pofuganfio a
10.000g a 4°C por 30 min, retirando-se a fracdo soltuvel da proteina. Cdpetietpo de
inclusdo foi novamente ressuspendido em 10 mL de tampé&o de lise, acresgiadde
uréia e centrifugado durante 15 minutos a 10.000g.

A proteina recombinante foi entdo purificada por cromatografia de afinidadanpor i
metélicos imobilizados (IMAC) usando cauda poli-histidina, com augiid-PLC (fast
protein liquid cromatrography) AKTA PURE (GE Healthcare Bio-Scierd®s A coluna
com HIS-TRAP FF crude 1mL (GE Healthcare Bio-Sciences AB)etpiilibrada com
tampéo de lavagem (60 mM NaCl, 50 mM NaBO500 mM Imidazol). A coluna foi
carregada com fluxo de 1 mL/min e entdo lavada com tampéao de ozreaga50 mM
NaCQH, 60 mM NaCl, 20mM Imidazol). As proteinas ligadas foram entdo elginias
tampao de eluicédo por gradiente de concentracdo (60 mM NacCl, 50 mMVsN2&ID mM
Imidazol). O eluato foi coletado tendo como referéncia o cromatograma.

Aliguotas das fracdes foram separadas em SDS-PAGE 15% para aaadisar

pureza. A estimativa da concentracdo total de proteina foi reabradapectrofotbmetro
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NanoDrop Lite (Thermo Scientific). Fracées contendo a proteina purificada foram reunidas

e estocadas.

2.7. Analise sorolégica da proteina rqTSA-25

As amostras de soro bovino foram distribuidas em cinco grupos distintos, com as
mesmas especificacbes das amostras caracterizadas no iteia 2d@terminacdo do
ndimero de amostras pasaanalise do desempenho da proteina rqTSA-25 foi utilizado o
seguinte esquema: amostras do grupo 1 (n=30) selecionadas aleatoriamente entrs diferente
periodos pos infeccéo, grupo 2 (n=30), grupo 3 (n=30), grupo 4 (n=6) e grupo h (&13
utilizando o antigeno de Taenia crassiceps (Tcra) para calculo @mmktho foi
considerada a seguinte relaggaipo 1 (n=60), grupo 2 (n=60), grupo 3 (n=60), grupo 4
(n=12) e grupo 5 (n=28). Posteriormente foi realizada uma avaliagdo cawgarat
adcional da resposta imune in vitro dos animais contra rqTSA-25a ulitizando-se, 35
amostras de bovinos experimentalmente infectados, sendo 7 amostrakmgrart@o pos
infeccdo (Dias 0, 30, 60, 90 e 120).

2.7.1. Ensaios laboratorsa

2.7.1.1. ELISA com antigeno de Taenia crassiceps

As placas de poliestireno foram sensibilizadas com os antigenos diluidos
(40pg/mL) em solugdo tamponada carboridtarbonato 0,5M pH 9,6 estocadas a 37°C
durante 1 hora. Apos trés lavagens em solucédo salina contendo 0,05% de twieen-20,
realizado o bloqueio dos sitios reativos (leite desnatado a 5% 8npiPB,4), durante 1
hora a 37C. Novas lavagens foram realizadas e as amostras foram diluidbstem
desnatado a 1% em PBS pH 7,4 e a placa incubada por 30 minutos a 37°C. ag&sslav
foi adicionado o anticorpo conjugado com peroxidase contra IgG (A5295, Sigmac@&hemi
Co., St Louis, MO, USA) (1:5.000), e repetidos os procedimentos de incubacao enlavage
A reacéao foi revelada com solugéo de dihidrocloreto de o-fenilendiamiPB)(©8287
(Sigma Chemical Co.; St Louis, MO, USA) a 0,1% #£}a0,003% em tampao citrato-
fosfato 0,2M pH 5,0, durante um periodo de incubacdo de 5 minutos. A reacado foi

bloqgueada com #$Q; 4N. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro com
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comprimento de onda a 492nm. A quantidade de reagentes aplicados a precdese

em 100ul, exceto para a solugdo bloqueadora, 200ul.

2.7.1.2. ELISA com a proteina recombinante rqTSA-25

As diluicbes o6timas dos reagentes para o ensaio ELISA foram deddasin
previamente por titulacdo em bloco, obtendo-se as melhores condig@ems por ensaios
comparativos. O antigeno recombinante foi diluido em tampéo carbonatocbii®
0,5M pH 9,4 (1pghLl) overnight a 4°C e imobilizado em placa de imunoensaio (Thermo.
Nunc, Maxisorp). Apoés trés lavagens (solucdo salina 0,15M, pH 7,4 contendo 0,05%
Tween 20) a placa foi bloqueada (leite desnatado em pd Molico® a 1% emePBS)
incubada por 1 hora a 37°C. As amostras de soro bovino foram diluidas a 1:100 rea solugéa
de bloqueio com Tween 20, durante 1 hora a 37°C. Apds lavagens, o anticorpo conjugado
com peroxidase contra IgG (A5295, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), foi
adicionado na concentracdo de 1:10.000, repetindo os procedimentos de incubacdo e
lavagem. A reacéao foi revelada com solucéo de dihidrocloreto delerigiaimina (OPD)
(0,1%) e HO, a 0,003% em tampao citrato-fosfato 0,2M pH 5,0, durante um periodo de
incubacéo de 30 minutos a temperatura ambiente. A reacao foi bloquea#hS0; 4N.

As leituras foram realizadas em espectrofotobmetro a 492nm. A quantidadgagentes
aplicados a placa se manteve em 100ul, exceto para a solugdo bloqueadora, 200ul. Os

critérios de interpretacao dos resultados do ELISA seguiram os descritos no item 2.5.

2.7.1.3. Immunoblot

A proteina rqTSA-25, foi utilizada na concentradd® pg/ml, e separada de acordo
com sua massa molecular por SDS-PAGE 15%, juntamente com 0 marcadassie
molecular Broad Range 161-0317, BioRad. A proteina, entdo, foi transferida do gel para
uma membrana de nitrocelulose de 0,45 um (Millipore Corp., USA) de acordo com a
metodologia descrita por Towbin et al. (1979). A transferéncia foi realpad2 horasa
4°C, com amperagem fixa de 250mA. Apés a transferéncia, a menfbrastaada com
Ponceau-S a 0,05% em agua bidestilada para visualiza¢do qualitativa da traiasferé

As membranas foram separadas em tiras de 3 mm de largura ensssnesdas

com 0,05% de Tween-20 em solucéo salina (NaCl 0,15M) e, em seguida, suba@tidas

imunodiagnostico.
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As tiras foram dispostas em canaletas de cubas de immunobl@taartios sitios
reativos remanescentes bloqueados com leite em pé desnatado ars-satina pH 7,4,
durante 1 hora. Apés este periodo, 0 excesso da solucdo de bltmuestrado. As
amostras de soros foram adicionadas na diluicdo de 1:100 em leiteda=snatado a 1%
em Tris-salina pH 7,4 por 1 hora. As tiras foram lavadas com 0,05% Tween-2fisem
salina pH 7,4 por seis vezes de cinco minutos cada. Em seguida,idionado o
conjugado anti-lgG bovino A-5295 (Sigma Chemical Co, St.Louis, MO, USA)lugab
1:10.000, por 1 hora, posteriormente, repetindo os procedimentos de lavagemo0As reag
foram reveladas com solu¢cdo cromdgena (diaminobenzidina 50 mg/15 ml, O;Ce%ni
PBS pH 7,4 até evidenciacdo das bandesativas das amostras soro-controle. A reacao,
entdo, foi nterrompida com agua destilada. Os reagentes foram adicionados no volume de 1
ml por canaleta da cuba. Todo o teste foi realizado em uma melsamtesdom agitacao
constante e lenta, e em temperatura amb{@5C)

2.7.2. Analise dos resultados

A avaliacdo da eficéncia da proteina rqTSA-25 no diagnéstico tleemisse
bovina foi conduzida pela determinagéao das taxas de desempenho (S, EPYXRPAC),
similarmente ao procedido no item 2dsguida de sua comparacdo com o0s resultados
obtidos com o antigeno de Taenia crassiceps e da pesquisa do seu copmporem
diferentes estagios de infecgéo (item 2.7).

2.8. Comité de ética

As normas de conduta para o uso de animais em pesquisa do Comité d Etica
uso de Animais da Universidade Federal de Vigcosa foram seguidas cermetas
amostras utilizadas nesse trabalho estdo estocadas no laboratoriged¢édrde Produtos
de Origem Animal (DVT-UFV) e sua utilizacdo foi aprovada em psme® comité de
ética numero 20/2011 CEUA/UFHititulado “Interface da caracterizagdo morfolégica de
lesbes causadas por larvas de Taenia saginata com o diagdastisticercose boviria

(anexo).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, foram selecionadas trés proteinas diferentes, oriundasnia Ta
saginata (36, 18 e 16 kDa) com possivel poder antigénico para o diagndatic
cisticercose bovina. Dessas proteinas foram analisados e selecippaduedicdo em
programas de bioinformatica dois peptideos da proteina de 18 kDa oncosplge ant
[Taenia saginata], trés da proteina Antigen TSA16 [Taenia sapmaés da proteina de
Antigen TSA36 [Taenia sagingtddeat shock protein 20 homolog [Taenia saginata],
como podem ser ilustradas na Figura 2.

18 kDa

16 kDa 36 kDa

Figura 2 Proteinas de Taenia saginata selecionadas pard@predieptideos preditos (EP1 a EP8). Proteina
de 18 kDa com dois peptideos preditos: EP1 (azul claro)2e(EBRrrom). Proteina de 16 kDa com trés
peptideos preditos: EP3 (azul), EP4 (amarelo) e EP5 (rBrateina de 36 kDa com trés peptideos preditos
EP6 (verde), EP7 (vermelho) e EP8 (laranja).

ApGs predicdo dos peptideos e modelagem em 3D, foi possivel obsengibes re
consideradas mais antigénicas e a presenca ou ndo de sitio deagioogreditos. Dessa
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forma, o EP1 apresentou-se em sua maioria, exposto ao solvente ebefalkdoop. Da
mesma forma, o EP2 apresentou as mesmas caracteristicas, contudioloatdeesm sitio
de glicosilacdo em sua porcado centraimiarmente, o EP3,EP4 e EP5 e EPS8
apresentararseem estrutura de folha beta e loop, j4, 0 EP6 e EP7 apresentaram-se em alfa

hélice e loop. Todas essas observacdes podem ser visualizadastaquedeg cor na
Figura 3.

EP2

EP3 EPS

L —

EPS EPS

EP7 EP2

Figura 3 Posi¢cdes e estruturas 3D dos peptideos selecionadosegligdpr em bioinformatica. Peptideos

EP1 (vermelho) e EP2 (roxo) originados a partir da prowgna8 kDa; Peptideos EP3 (azul), EP4 (azul) e
EP5 (roxo) a partir da proteina de 16 kDa e peptideos EP6Gef{ajn&P7 (vermelho) e EP8 (laranja) a partir

da proteina de 36 kDa de Taenia saginata
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Os peptideos com poder diagndstico foram discriminados por meio dos seus
desempenhos na interacdo antigeno-anticorpo por meio do teste Eld&ér aas taxas
de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), \akditivo negativo
(VPN) e acuracia (ACC), descritas na Tabela 2.

Os valores de desempenho do peptideo EP1, derivado da proteina de oncosfera de
18 kDa, alcancaram os maximos resultados, obtendo-se sensibilidad&od¢Ce36-
96%), e especificidade de 91% (IC=83-95%), mostrando um alto potencial diagredstic
uma favoravel localizagcdo na proteina de 18 kDa. O uso da proteina de d8 KBania
saginata tem sido relatado tanto no diagnéstico da cisticercosal anianto humana
como alvos imunolégicos que podem ter dupla utilidade, com aplicapdgsotecdo e
diagnostico do referido parasita (ABUSEIR et al., 2007; FERRER et al., 2003, 2007).

Tabela 2. Taxas de desempenho do teste ELISA utilizando diferentes pepigédéaenia
saginata (EP1-EP8)

Peptideos
Taxas de desempenho (%) EP1 EP3 EP4 EP5 EP6 EP7 EP8
Sensibilidade 93 60 73 60 85 70 60
Especificidade 91 60 73 56 44 61 73
Valor preditivo positivo 93 63 76 61 64 68 72
Valor preditivo negativo 92 56 70 55 72 64 61
Acuracia 92 60 73 58 66 66 66

*Nao foi possivel realizar a padronizacdo do EP2

Vérios estudos tém mostrado que a glicosilagdo tem grande influérestrunara,
funcdo, antigenicidade e imunogenicidade de glicoproteinas (GOFFARD, &0@5;
HEVEY et al., 1997; OHUCHI et al., 1997a, 1997b). Estudos utilizando a prgjel28
do Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), mostraram que a inducdo de anticorpos
contra essa proteina é influenciada pelas glicolisacdes, tendo mamgiteolisada sido
incapaz de induzir anticorpos que impedissem a ligacdo inicial do vicekilas. Em
oposicao, a proteina sem glicolisacdes, foi capaz de estimuieorpas neutralizantes
(KOCH et al., 2003; LEKKERKERKER et al., 2004). Levando em considergg@& a
regido da proteina correspondente ao EP2 apresenta um sitio déaghoosa sua porcdo
central, parece que houve um bloqueio na interacdo das célulaedmsimunoldgico do

hospedeiro com essa regido da proteina de 18 kDa na sua forma glic&ladia assim,
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0 peptideo EP2 ndo mostrou resultado satisfatorio no teste ELISA, paisnédminou
amostras positivas das negativas em testes preliminares. -Sagentfo que o bovino
infectado pelo cisticerco ndo apresentaria anticorpos especificos pagi@@ peptidica
correspondente ao EP2.

O desempenho relatado para os peptideos provenientes da proteina de 1@ kDa par
a sensibilidade e a especificidade foram respectivamente: @P3@% (IC=46-72%) e
60% (IC=45-72%)EP4, 73% (IC=60-83%% 73% (IC=58-84%), e EP5 com 60% (IC=46-
72%) e 56% (IC=41-69%). Nesse grupo, o peptideo EP4 foi o que apresentou melhor
desempenho, pois mostrou as maiores taxas e mantegquilibrio entre a sensibilidade
e aespecificidade, refletindo em uma acuracia do teste de 73%, sendm aedando
peptideo com melhor desempenho no ranking total das analises. Rnardeeesse fato
esta relacionado com a localizacdo da proteina de 16 kDa, queesstate na oncosfera
ativada do parasito, lembrando que, apés ativacdo do reconhecimenteasito gzelo
sistema imune do hospedeiro, sdo desencadeados anticorpos especificosnpatar a
infeccdo, e quando é realizada uma triagem sorologica pelo testd,Edd4Sa maior
afinidade antigeno-anticorpo reflete em um desempenho superior no teatard® com
Jabbar et al. (2010c), h& indicios de sinal secretdrio nesse grupo dma@ntjgrando
secrecdo pelo parasito, demonstrativo de que o antigeno de 16 kDessstiado a
vesiculas secretoras produzidas pela oncosfera ativada do cisticRBB®AR et al.,
2010d), que sao estruturas associadas a interacdo parasita-hospedeiro éGALJ2006;
JABBAR et al., 2010b, 2010c, 2010d).

A partir da proteina Heat shok de 36 kDa, foram obtidos os peptidedsHBPBA-
proteina esta relacionada a habilidade do parasito desenvolver regpoktague térmico
do hospedeiro. A resposta ao choque térmico € um mecanismo homeostaticueeral
protege as células e organismos dos efeitos deletérios estreskaatabiente em que se
encontram. A resposta caracteriza-se por uma rapida ativacaoritianat de um
conjunto especifico de genes que codificam proteinas, conhecido como proteinas de
choque térmico (HSPs), estas por sua vez permitem a adaptacdo denuovgamni
mudancas de temperatura (FEDER; HOFMANN, 1999; MORIMOTO, 1998). Vale
ressaltar que durante os estaddios de desenvolvimento do parasitom esigigas
alteracdes na temperatura, e a adaptacdo a essas condigopsin®rdiais para a
sobrevivéncia do parasito e consequentemente sua eficaz transmisSRGAS-
PARADA; SOLIS; LACLETTE, 2001), concomitantemente, essas regitfo expostas

ao sistema imune do hospedeiro, que € capaz de desenvolver anticorpiincizdeaa
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essas proteinas. Os valores de sensiblidade e de especifidtdaniados pelos peptideos
pertencentes a esse grupo foram respectivamem@ com 85% (IC=72-92%) e 44%
(IC=30-58%), EP7 com 70% (IC=56-80%) e 61% (IC=47-74%), EP8 com 60% (IC=46-
72%) e 73% (IC=58-84%). O EP6 obteve o maior valor de sensibilidade desse grupo,
contudo, seu valor de especificidade foi baixo quando comparado aos demais. E importante
ressaltar que as amostras representativas dos animais positivoaigra experimentais)
séo procedentes de bovinos em diferentes periodos pos-infeccdo e emtedifieifeis de
infeccdo. O fato de algumas amostras sabidamente negatigagmepositivamente no
ensaio ELISA utilizando diferentes peptideos, pode ser atribuido a uneataparotecéo
contra a infeccao por cisticercos.

Considerando a andlise de desempenho de cada peptideo por grupo de soro
controle, destaca-se o comportamento do EP1 que mostrou uma satidftedereciacdo
entre as amostras positivas negativas, sobretudo quando analisado o G2, quando
identificou 92% das amostras positivas, fato que deve ser um importaade ah
melhoria do desempenho de um teste diagndstico, pois esses bovinesnpossubaixa
concentracdo de anticorpos circulantes. Em seguida, os peptideos EPé&, EHPR
acusaram um bom desempenho em comparacdo aos demais peptideadoan@liabela
3).

Tabela 3. Reconhecimento como positividade (%) (G1, G2) ou negatividade5)GE$
amostras submetidas ao ELISA de acordo com cada peptideo

Grupo Peptideos
soro EP1 EP3 EP4 EP5 EP6 EP7 EPS
G1 95 50 63 53 86 60 73
G2 92 70 83 66 83 80 46
G3 95 73 83 70 46 50 80
G4 100 57 57 43 57 86 57
G5 82 33 60 33 33 73 66

Outro critério que deve ser levado em consideracdo, € o reconhecimeamdo,ou
das amostras diagnosticadas como negativas para a cisticela@sdea inspecdo post
mortem (G3), lembrando que nesse grupo € possivel ser encontrado um alfondeo
amostras falso negativas, o que consequentemente, diminui a taxandpestdsedo teste,
visto que, no exame de inspecao de rotina, algumas carcacas pargetsetaspassar

despercebidas pelos agentes de inspecao. Ao analisar esse grupocdetsole-destaca-
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se 0 desempenho dos peptideos, em ordem crescente, EP1, EP4 e EP8, qapéaesn c
de reconhecer em maior quantidade a auséncia da cisticercose.

Paa a analise da reacdo cruzada da cisticercose com outras dadaiscasmo,
tuberculose, hidatidose e fasciolose, foram analizadas as anmusti@scentes ao G5,
destacando os peptideos EP1, EP4 e EP7, que foram os que obtiveram menss reagfe
cruzadas com esse grupo soro-controle. Para o EP1, houve no total cinco fedagées
positivas, sendo elas trés amostras de tuberculose, uma fascioloaehalatmlose; Com
relacdo ao EP4, houveram seis reacgOes falso-positivas (1 tubereuliasejolose e 1
hidatidose) e para o EP7, quatro reacdes (2 tuberculose, 1 fasciolose, 1 hidatidose).

A principal abordagem na busca de epitopos conformacionais, se utiliza da
estrutura tridimensional da proteina em estudo e a inferéncia de regid@esiduos de
aminoacidos que interagem com o0s anticorpos. Nesse trabalho, foram predidosesom
epitopos lineares, sendo estes baseados em regifes convergentessafiveEs e em
regides ndo descritas em outros estu@@ndo assim, apds analise do desempenho no
ELISA, do total de oito peptideos preditos, trés deles se destacaraio eles: EP1, EP4
e EPG6, pois obtiveram valores de sensibilidade e/ou especificidad®mgpaos demais,
demonstrando uma acuracia do teste de 92%, 73% e 66%, respectivamente
posteriormente, sendo selecionados para a composi¢ado da proteina recombinante quimérica
denominada de rqTSA-25, demonstrando ser um importande aliado na melhoria do
desempenho do teste ELISA.

Primeiramente, houve éxito na producédo, expressao e purificacdo da nova proteina
recombinante rqTSA-25, como pode ser verificado na Figura 4; em seguida, foi
selecionada a fragdo soluvel purificada para padronizagéo e réalidacgteste ELISA,

verificando seu alto desempenho para o diagndstico da cisticercose bovina.
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Figura 4 SDS-PAGE da expresséo e purificagdo da proteina recombinante (28 H@arcador de massa
molecular. 2-Fracéo soluvel. 3-Purificacdo da frag@avel. 4-Corpo de inclusédo. 5-Purificacdo do corpo de
incluséo.

A proteina rqTSA-25 mostrou os seguintes resultados no desempenho diagnostico
da cisticercose bovina: sensibilidade (S) de 88% (IC=76-94%), especificidade9&)ode
(IC=84-99%), valor preditivo positivo (VPP) 96% (IC=86-99%), valor preditivo negativo
(VPN) 87% (IC=74-94%¢ acuracia (AC) de 92% (Figura 5a). Esses resultados indicam a
diferenciacdo das amostras positivas das negativas, demonstrando assinpotencial
diagndstico da referida proteina no teste ELISA para diagnosticati@miose bovina.
Considerando esse alto desempenho diagndstico e que essa proteina taqonuuss
peptideos derivados da oncosfera do cisticerco e uma proteina de choque térmico, deduz-se
gue a oncosfera do cisticerco de T. saginata secreta proteinas quamse@dealesao no
parasito, e sendo assim sao primeiramente reconhecidas pelo siste@alarhospedeiro,
gue por sua vez, produzem anticorpos com alta afinidade contra essasagr@sin
antigenos imunodominantes das oncosferas, sdo considerados alvos imunes &pode
dupla utilidade, com aplicacées em protecao e diagnéstico (FERRER28I08). Em sua
forma larval, a T. saginata expressa proteinas que medeiam @ adeg@rasita nas
células do hospedeiro (GONZALEZ et al., 2007).

Utilizando o antigeno heter6logo de T. crassiceps, obteve-se 0s sgguinte
parametros de desempenho do teste ELISA: S = 82% (IC= 74-88%80 (IC=70-

46



87%), VPP = 83% (IC=74-89%), VPN = 79% (IC=69-86%) (Figura 8kjcuracia AC =
de 81,0%. Os valores alcancados pela rqTSA-25 se mostraram ligegaupetiores aos
do antigeno heterologo, indicando maior afinidade antigeno-anticorpo e denumska
um importante aliado na melhoria do desempenho do teste diagndstico, & jprddeina
rqTSA-25 foi capaz de reconhecer 96,6% das amostras de animais natigralmen
infectados, enquanto o antigeno heterdlogo bruto de Taenia crassicepsc@acofiieé
das amostras, 0 que sugere uma grande vantagem da utilizacdo do rqT$AnRZB0ae
para um reconhecimento precoce da doenca. Outras vantagens da utilzagaSA-25
em comparacdo ao antigeno heterdlogo (Tcra) podem ser a sua superidedade
desempenho em casos de animais portadores de cisticercose que foraadomfec
naturalmente e em casos de bovinos monocisticercésicos, pois essais geralmente
possuem baixa quantidade de anticorpo circulante, o que dificulta um diagnéstiso. preci

O valor da especificidade do teste ELISA, utilizando como antigepmtaina
rqTSA-25 ficou em 96%, em contrapartida, utilizando a Tcra a especificittadese
ficou em 80%, isso significa que, ao escolher a proteina rqTSA-25 para deiseentdv
do teste ELISA, sera reconhecido um menor niumero de reacdes inespecdificazdas.
Levando em consideragdo as amostras de soro do G4 e G5 contra a rqTSA-25 houve
apenas uma reacao inespecifica (1/19), enquanto a Tcra apresentou (15/42), dessa forma,
levando em consideracdo o alto valor da espédtdfite, podese recomendar a utilizacao
da rqTSA-25 como antigeno confirmatorio do diagndéstico da cisticercose bovina.

Sabe-se que, mesmo com uma grande homologia entre as espéciéa, dendpre
havera uma maior afinidade na interacdo antigeno-anticorpo na relaggitegaospedeiro
especifico, por isso, tem-se buscado tecnologias modernas, como a produc&edesanti
recombinantes, se aproximar ao maximo das condicbes que ocorrem naturalmente no
animal durante os diferentes estadios de infeccdo. De acordo cquuzAdeal. 2012, o
custo de implementagcdo de uma ferramenta mais sensivel para r@st@y da
cisticercose bovina deve ser relacionado com os beneficios de uma redogaode
infeccdo humana (teniose), impactando no potencial de transmissatogaccise bovina

e beneficiando também o setor pecuario, pela reducao das perdas econdémicas.
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Figura 5. Reatividade ao teste ELISA utilizando como ambigeproteina rqTSA-25 (a) (Cut off =0,488) e
Taenia crassiceps (b), antigeno heterélogo (Cut off = 0,@89)amostras de sangue de bovinos procedentes
de uma propriedade sem historico de cisticercose, que fofectados experimentalmente; G2- amostras de
animais naturalmente infectados, cujo diagnéstico deacevistise foi realizado durante a inspecdo post-
mortem conduzida na rotina de matadouros-frigorificos superaispelo servigo oficial de inspecéo; G3-
amostras de bovinos negativos para cisticercose esadkencas abatidos sob as mesmas condicdes dos
animais do grupo 2; G4- amostras de soro bovino também vegatara a cisticercose e criados sob
isolamento ambiental, em condi¢cdes sanitérias cakasl desde o nascimento, quanto ao controle da
cisticercose; G5- amostras de bovinos negativos paigtieercose, contudo apresentando outras doencas
(tuberculose, hidatidose e fasciolose), diagnosticadaabate sob as mesmas condi¢des dos animais do
grupo 2.

Na avaliacdo da resposta imune, foram utilizadas amostras de soroiules bov
experimentalmente infectados por cisticercos, em diferentes periodos pgganp.i.)

experimental, variando de O dias p.i. até 120 dias p.i. com intervalos dias3Nessa
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analise, foi possivel observar a mesma tendéncia da cinética de producamdeoaritc

para ambos os antigenos (Figura 6). As amostras utilizadas evidendapco de
producédo de anticorpos IgG no mesmo periodo (30 dias p.i.), e posteriormente séu decli
(60 dias p.i.), como vem ocorrendo normalmente em infec¢cdes causadas pencaosstic
Guimaraes-Peixoto et al. (2015b), analisaram a cinética de produgdictepos (IgM,

IgG total e IgG subclasses 1 e 2) em amostras de soro bovinos contrgeaaitiirae
relataram um resultado similar ao observado para a IgG no presente estudo.

Ao mostrar uma resposta imune similar na identificacdo dacards producéo de
anticorpos IgG, reforca-se a grande homologia entre os antigenos de TcraAe25qTS
justificando a utilizacdo de ambos no diagnéstico da cisticercosaahowontudo,
destacando o desempenho superior relatado na rqTSA-25, na discriminacamestras

positivas e negativas.

0.6~ -= rqTSA-25
- Taenia crassiceps
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Figura 6. Evolugdo da resposta imune de sete bovinodddfes experimentalmente com ovos de Taenia
saginata, utilizando o ELISA contra o antigeno de rqTSA-25%ei@iecrassiceps.

Para confirmacgdo da eficacia da proteina rqTSA-25, algumas amostras de diferentes
grupos de soro-controle foram submetidas ao imunoblot, relatado como um teste de
diagndstico confirmatdrio, pois normalmente, possui uma maior esped#écdtaque o
teste ELISA. Dessa forma, foi possivel constatar que ndo houve nenhagéa falso

positiva ou falso negativa durante a realizagdo do teste (Figura 7
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Figura 7 Amostra soro-controle positivas (primeira amostra de tata) e negativas (segunda amostra de
cada linha), respectivamentem cada grupo. Linha 1:Amostras de soro bovino experimentament
infectadas; Linha 2, amostras de soro bovino naturalmefgetados; Linha 3, amostras de soro bovino
negativos a cisticercose durante inspecao de rotina; dindimostras negativas a cisticercose bovina durante
inspecao de rotina, mas que apresentaram outras patdiodpaculose, fasciolose ou hidatidose).

Atualmente, estudos que relatam o uso de antigenos recombinantes para
diagnostico da cisticercose bovina sdo escassos. A grande magpgasgduisas mantem o
foco no diagndstico da Taenia solium, por ser causadora da cisticercwse $wimana,
com maior impacto na saude publica. Entretanto, levando em considaraggortancia
econbmica e sanitaria, além da maior ocorréncia da cistieebmsna e em diferentes
regides mundiais, torna-se importante divulgar e ampliar as pesqusagpossam

aprimorar o diagnéstico e, consequetemente o controle da cisticercose bovina.

4. CONCLUSAO

Quando se explorou o0 novo antigeno rqTSA-25, as taxas de desempenho do teste
ELISA para o diagnéstico da cisticercose bovina, se elevaram conmadar{Acuracia de
92%), compensando algumas deficiéncias deixadas por outros protocolos laboratoriais
atualmente desenvolvidos (Acuracia de 81%), demonstrando também uana al
performance ao utilizar o imunoblot como teste confirmatorio. Osstesstenostraram
eficazs na diferenciagcdo de amostras positivas e negativas, destaeanddtos poder
discriminatério em infec¢cdes naturais, contribuindo com os testes aoepiaes ao

diagndstico de rotina em estabelecimentos de abate ou pesquisas no setor pecuario.
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Abstract

Bovine cysticercosis is a zoonotic infection widely spread throughoutlBeaeating a
burden on hygiene maintenance and the economy. Diagnosis of cysticastagig relies

on post mortem inspection of carcasses in slaughterhouses. This detectionpretites

only low sensitivity. Recent advancements have improved the perfornodrsszologic
tests, such as ELISA, providing greater sensitivity and specifichg objective of the
current study was to identify and evaluate a synthetic peptide ddriwedthe Taenia
saginata 18kDa oncospheric surface protein for the diagnosis of bovine rcgsiican
ELISA. Test performance of the identified peptide was compared to &AHldsed on a
heterologous crude Taenia crassiceps antigen (Tcra), widely used $erdheiagnosis of
bovine cysticercosis. Based on the primary sequence of an in silicusitumodel of the

18 kDa protein, an epitope region designated EP1 was selected (46-
WDTKDMAGYGVKKIEV-61). The peptide derived from this region yielded 91.6%
(Cl=80-96%) sensitivity and 90% (Cl=82-95%) specificity when used in an ELISA,
whereas the crude antigen yielded 70% (CI=56-8%) sensitivity and 82% (CI=73-89%)
specificity. Thus, we conclude that EP1 has higher diagnostic potentialefecting

bovine cysticercosis than the crude antigen Tcra.

Key words: Taenia saginata; Bovine cysticercosis; ELISA; oncosppegstein; Synthetic

peptides.
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1. Introduction

Bovine cysticercosis is a parasitic infection. It's causechbyarval stage of the
human intestinal parasite Taenia saginata. It is rather a fooeénygand economic
problem than a health problem with severe impact, and is widely sjweaglout Brazil,
causing concern in meatpacking depots as well as among rural lkgstmiucers. In
Brazil, the reported average prevalence is 1.05%, which varies among | Fetaes
(Dutra et al., 2012).

Usually, bovine cysticercosis is diagnosed during a routine post mortem
examination of carcasses at official meat inspection in slaughterhdusegxamination
consists of standard cuts through the muscle tissue for the detectigstioérci (Brasil,
1971). However, some infected carcasses are missed during this procedure, as
demonstrated by a probabilistic model developed by Kyvsgaard et al. (199@); whi
showed that over 85% of infected animals may be missed during routinenspesdtion.

The low sensitivity of routine post-mortem examination is reported lgrak authors
(Dorny et al., 2000; Eichenberger et al., 2013; Guimarées-Peixoto et al., 2018)tkand
that comes new emerging alternatives for the diagnosis of agstsi®, as an example,
Eichenberger et al. (2011) that suggested the use of an auxiliary modiditignal cuts
in the muscle; Wanzala et al. (2003), recommend increasing the areauher of
locations inspected; and currently, it has been employed the use oérgusdrological
tests such as ELISA identifying the disease in the animal wéhtey precision (Dorny et
al., 2000; Pinto et al., 2006; Monteiro et al., 2008; Allepuz et al., 2012; Guirfaeiesto
et al., 2015). It is noteworthy that, in a retrospective study of data frenié¢deral
Inspection Service of Brazil, Souza et al. (2007) found that 94% of carcasses parasitized by
cysticerci is monocysticercosis (only one cysticercus in routine inspectish site

The Taenia crassiceps antigen has been used in ELISA ass#ys fagnosis of
cysticercosis since it features proteins homologous to those of Tagn@atsa Another
advantage of using the Taenia crassiceps antigen is the ease of handling@fccystihe
laboratory and that standardized reproducible results can be obtained ashogst
materials for immunological assays (Larralde et al., 1990). Howeéheradcuracy of the
test may be compromised by the lack of species specificityy VEsearchers emphasize
the need to implement serologic ELISA tests as auxiliary routsygection methods. This

would require further evaluation of various laboratory protocols in order to increase the
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tests’ accuracy and efficiency (Monteiro et al., 2006; Ogunremi and Benjamin, 2010;
Eichenberger et al., 2011 Allepuz et al., 2012).

The indirect ELISA test is not yet reliable in the detection of bovine cystigslioos
naturally infected animals (Monteiro et al., 2006; Allepuz et al., 2012) or in chcases
of the disease, due to low amount of circulating antibodies in bovine. Therew
technologies are being implemented and utilized, including molecularigeelsn such as
synthetic peptides and prediction of their production in heterologous expresdiemsys
with the goal of improving the performance of the immunological testgFet al., 2003;
Ferrer et al., 2007; Parkhouse et al., 2008).

In its larval form, T. saginata expresses proteins that mediatedtiesion of the
parasite to host cells. These proteins present one or two fibronectin tygerHins,
which confer adhesion ability (Gonzales et al., 2007). Among the binding protesnk3 t
kDa protein is characterized as an important adhesin (Bonay et al., 2@Dppeential
vaccine immunogen protecting from cysticercosis (Lightowlers el896). The 18 kDa
oncosphere protein (HP6-TSAG) is a secretion / excretion antigen (Ferrer et al., 2007). The
use of Taenia saginata protein HP6 has been reported for the diagnosis oirbatraad
human cysticercosis (Ferrer et al., 2003; Ferrer et al., 2007; Abuseir et al., 2007).

Antigen-specific antibodies may be captured from serum samplesthea
substitution of short, synthetic peptides in the place of the protein argigiérpes
(Andresen and Bier, 2009). Innovative computational approaches results in thégredic
of acceptable to high-precision of mapping of antigenic epitopesidtnd the selection
of peptides used for immunodiagnostics (Zimic et al., 2011; Wang et al., 2014). Wighin thi
context, the aim of the present study was to characterize and evelaatkagnostic
potential of a synthetic peptide derived from the T. saginata 18kDa ondopsfiggen in
an ELISA for the detection of bovine cysticercosis.

2. Materials and methods

2.1 Computational characterization

Preliminary, assembly of structural models was performed for the Tazgiaata
18kDa protein using a sequence was obtained from GenBank (Access code ADO86979.1).
The structural models were generated by I-TASSER (Yang et al., 2015) and Phyre2 servers
(Kelley et al., 2015) and the two best results from each server were reahnpahis work.
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Additionally, transmembrane regions of the proteins were predicted by hsifgtHMM
server (Krogh et al., 2001). Possible N- and O- glycosylation sitestfremrimary amino
acid sequence were predicted by using the NetNGlyc 1.0 (Gupta et a4) 200
NetOGlyc 4.0 (Steentoft et al., 2004) servers.

2.2. Selection and preparation of antigenic peptide

An epitope map was asselathbased on the three-dimensional model predicted for
18 kDa protein and its primary structure. Four methods were utilized: Bepigtad&en
et al., 2006), which uses a combination of Parker’s hydrophobicity scales (Parker et
al.,1986), Levitt’s secondary structure (Levitt, 1978), and the hidden Marcov model;
ABCpred®, which utilizes an artificial neural network (Saha and Ragn2086);
AAPpred®, which utilizes an amino acid pair antigenicity s¢@ken et al., 2007); and
ELIPRO®, which predicts discontinuous epitopes (conformational) by analyzimghseg
accessible to solvents and flexibility in a 3D structure (Ponomarenkal., 2008).
Ultimately, the resulting data converged in epitope EP1 (46-WDTKOBM&VKKIEV-
61), which was subsequently synthesized (Genscript®, USA) with >95% purity.

2.3 Serum samples

The samples of bovine serum used in our study constituted five dgtngts, as
follows: Group 1 (G1, n=60) was composed of experimentally infected bovine blood
samples, which were previously collected at different post-infection pefiods an
establishment without a history of cysticercosis. Nine male bovinestdck of mixed
Dutch-Zebu breeds, were inoculated with a parasitic load of 120.0000éggsenia
saginata. The tapeworm sample was previously obtained by a human dornapeavarm
species was confirmed by direct microscopy. Cysticercosis wagroedfin all animals
belonging to G1 at meat-inspection in a slaughterhouse. Group 2 (G2, n=60)ecbosis
samples from naturally infected animals whose cysticercosis diaghad been made
during routine post-mortem surveillance conducted in slaughterhouses supésvitex
official inspectional service. Group 3 (G3, n=60) constituted of samples frastdok
slaughtered in commercial slaughterhouses that tested negativestioer@psis and other
diseases during routine post-mortem inspection. Lastly, Group 4 (G4, n=28) exbrusist

samples from livestock that tested negative for cysticercosis, bse¢rpeel with other
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diseases (tuberculosis (n=8), hydatidosis (n=8), and fasciolosis (n=12), topdssdie

cross-reaction with cysticercosis.

2.4. Indirect ELISA

2.4.1 Synthetic peptide-based ELISA

The optimal dilutions for the reagents used in the ELISA assays determined via
block titration. The immunoassay plates (Thermo. Nunc, Maxisorp) weral iingated
with Polypep® 2% (Sigma P5163) for 10 hours at 25°C, followed by three washes with
PBS, pH 7.4. The peptides were diluted with 0.5 M (1 ng/mL) carbonate-bicagbonat
buffer, pH 9.4, and incubated in the plates overniglt@t After three washes (with 0.15
M saline solution, pH 7.4, containing 0.05% Tween 20), the plates were blockied %
Molico® denatured powdered milk in PBS) and incubated for 1 hour at 37°C. The
livestock serum samples were diluted 1:25 in the blocking solutionOwd6% Tween 20,
for 1 hour at 37°C. Following three times washing, an rabbit anti-bovine IgG antibody
conjugated to peroxidase (A5295, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)ded t
the plates at a 1:1.250 dilution, followed by incubation and washing stegesaribed
above. The spectrophotometric detection was initiated via incubatibnawsblution of
0.1% o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) and 0.003%:lh 0.2 M citrate-
phosphate buffer, pH 5.0, for 30 minutes 37°C. The reaction was stopped with,6HQ: (4N),
and the plates were read in a spectrophotometer (Biotek Instruméngs)482 nm
wavelength. All reagents were added to the plates at a volume of 100 puL/well, except the
blocking solution, at 200 pL/well.

2.4.2. Taenia crassiceps Antigen-based ELISA

Taenia crassiceps larval antigens were obtained via intrapetitiooealation of
BALB/c female mice, following the methodology according to Vaz et al. (1997).

After collection, the cysticerci were immediately frozen0{€2. Posteriorly, the
cysticerci were lyophilized at 25°C and after that, homogenizer and mixiec&\p.15 M
saline solution, resulting in a final concentration of 6.5 to 10%. The dityt&derci were
then homogenized on ice using a tissue homogenizer (Potter) and then geshtafu
17.400g for 30 minutes at 4°C. A protease inhibitor (PMSF, Sigma Chemical Co, St. Louis,
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MO, USA, P7626, 0.25 M 10 pL/mL) was added to the supernatant and the antigen was
stored (20°C) until used.

The polystyrene plates were sensitized with diluted antigens (40Lugia 0.5 M
buffered solution of carbonate-bicarbonate, pH 9.6. The ELISA plate was coated for 1 hour
at 37°C. After three washes in saline solution containing 0.05% Tween 20, the reactive
sites were blocked (using 5% denatured milk in PBS, pH 7.4) for 1 hour@t Biter
additional three washes, the samples were diluted in 1% denatdkech /BBS, pH 7.4.

The plates were then incubated for 30 minutes &C.3After washing, peroxidase-
conjugated antigG antibody (A5295, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)
(1:5.000) was added to each well, and the incubation and wash proceduzeepeated.
The chemiluminescent reaction was initiated using a solution of 0.P#enylenediamine
dihydrochloride (OPD) P8287 (Sigma Chemical Co.; St Louis, MO, USA) and 0.003%
H202 in 0.2 M citrate-phosphate buffer, pH 5.0. After a 5-minute-incubation, dbhtome

was stopped using 4N HQs, and the plates were read in a spectrophotometer at a
wavelength of 492 nm. All reagents applied to the plates were appleedatime of 100
pL/well, with the exception of the 200 pL blocking solution.

2.5. Determination of test performance

The reactivity of the peptides was evaluated based on the relstaised from the
ELISA tests Each ELISA reaction was performed in triplicate ard riiean optical
densities (OD) were calculated. The OD values were normalizedstandard reference
plate, and the correction factor was calculated according to Passos (1883jutfoff
point was selected based on the mean OD obtained from analyses rédatve serum-
control samples collected from livestock raised in isolation, kept uodatrolled
conditions and slaughtered under rigorous inspection, including two standard deviations.

To determine the performance of the ELISA test, were used serum-caoipkg
distributed as follows: analysis of antibody kinetics (G1) to evaltla¢e diagnosis
performance; to calculate the sensitivity (G2), specificity (G3-Gfjsidering all the
negative samples for cysticercosis after inspection and poterdgsreactions. The tests’
sensitivity, specificity, positive and negative predictive vslugnd accuracy were
calculated based on the recommendations of Altman, Bland (1994) and Akobeng (2006).
To test the performance rates it was taken into account a confidence interval of (Cl) 95%.
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2.6. Ethics committee approval

The norms of conduct for the use of animals in research from the Ethics Ceenmitt
for Animal Experimentation of the Federal University of Vicosa were fatbaccording
to the Process reference 20/2011 CEUA/UFV.

3. RESULTS

Structural models of 18 kDa protein were generated using I-TASSER ane2Phy
servers through comparative modeling, fold recognition and ab initio algsrithmong
the resulting models, the ones with higher scores from each server \eetedséor more
in-depth comparisons. Interestingly, the structures with the highest sgeresobtained
for an protein model using a fibronectin type-lll domain of human neural cell adhesi
molecule (PDBID 2DOC), leading to C-score of -1.99 in I-TASSER and Confidence of
95.4% in Phyre2. Both models converged to a very similar fold, with a roat sugere
deviation (RMSD) value of 1.167 A (Figure 1a). Due to the similarity betweoth
models, all structural features of 18 kDa protein were discussed indhsusing the 3D
structure obtained by Phyre2.

Since 18 kDa protein is known to be a membrane protein (Bonay et al., 2002),
further analyses were carried out using the TMHMM server in order to predict
transmembrane helical regions. Despite the highly hydrophobic region 5-
FGLILLVAVVVLA-17, the server did not predict sequence as a transmembrane hdiix wit
high probability of occurrence (data not shown). However, region 1-17 was predicted to
contain a signal peptide with a mean score of 94.4%, confirming the hgjgotiean N-
terminal transmembrane region in 18 kDa protein. Therefore, the predietednial
structure of 18 kDa was not taken into account in this study, due to th@roighbility
that this region forms a transmembrane structure.

In addition, since 18 kDa protein is located in the outer membrahé eontains a
signal peptide, it is possible that glycosilation pathways coulanmdvied in maturation.
Therefore, glycosilation sites predictions were performed using the N@NI0 and
NetOGlyc 4.0 servers. Both servers predicted N-glycosylationaitRSN74 and ASN92,
and an O-glycosylation site at THR116 (Figure 1b), with scores of 0.7303, 0.6654 a
0.7021, respectively.
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Figure 1. Three-dimensional model of the 18 kDa protein. (&yl@yping of predicted models by I-TASSER
(in blue) and Phyre2 (in green). In translucent silverNherminal structure modeled by I-TASSER and not
considered in this study. (b) Localization of the peesll epitope EP1 (in red). In blue, the putative sites of
N-glycosylation (ASN74 and ASN92) and O-glycosylation (THR116).

The results of the bioinformatics programs used for epitope prediction of 18 kDa
protein mostly converged in the region of amino acid of 46-WDTKDMAGY GWRY -
61. The peptide derived from this region was subsequently named EP lusedhipr the
posteriors analyses. EP1 in our model was exposed to a solvent in ail@tavighout

any predicted sites of glycosylation (Figure 1b). The antibody discrimimdty the
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peptide and its diagnostic potential was measured by its performant¢SiA.Hhe EP1
antigen was detected in most of the positive serum controls (n=112/12@&alani
experimentally or naturally infected) (Figure 2), while the majority of tregaanimal
serum samples (n=80/88) did not react with the EP1 peptide. Therefese, rbsults
indicate that EP1 enabled distinction between positive and negatnaples in the ELISA
assay. The performance rates were calculated and were obtainfdlaweng results:
91.6% sensitivity (Cl1=80-96%), 90% specificity (Cl=82-95%), 85% positive predictive
value (PPV) (CI=75-93%), 93% negative predictive value (NPV) (Cl=86-97%)94 0

accuracy.
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Figure 2. Reactivity of bovine serum samples in the EL1&A and cut-off (dotted line). Assays conducted
using (a) EP1 peptide as an antigen (Cut off 0,881); (b) Taeraissiceps heterologous antigen (Cut off
0,359).
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4. DISCUSSION

The major recent improvements in biomolecular modeling techniquesgheaty
improved the accuracy of theoretical structural models (Figueiredb, 014). Based on
this background, we generated structural models of Taenia. saginata 18kDahericops
protein, using computational approaches. Based on the fold recognitionreegdsiaitio
calculations used for the creation of this model, the folding convergewcka RMSD
indicate that our model is likely and accurate structural repregent#t18 kDa proteinlt
is important to note that the final models were very similarhi® ®éne described by
Kyngdon et al. (2006) for the Taenia solium TSOL18 protein, which has 61%tydsith
the Taenia saginata 18 kDa protein and analogous function. Furthermore, Leghtetl
al. (2003) previously described a putative ASN74 glycosylation site @LTS, as was
also predicted in our model, thus further increasing the confidence in our model.

With the aim of improving diagnostic tests against different pathogemmus
studies have attempted to map B lymphocyte epitopes in a mannar stnthat presented
in this study (Meloen et al., 2003). The main technique used to identify comimmaia
epitopes relies on a three dimensional structural representationpbtea of interest, as
well as inferences regarding regions or amino acid residues thatintegct with
antibodies. Despite this attractive method, the majority of the stdémsibe linear and
not conformational epitopes (Vita et al., 2010). The main explanation fodiffuiepancy
is that various proteins present a challenge in plausible resolutiomtiafytestructure,
because of either the high cost and time required for crystallographycomjputational
molecular modeling. For our research, we employed four methods of epitope predicti
including one conformational epitope prediction method and the three lineactioredi
methods. It is important to emphasize that only linear epitopespredected, which were
based on convergent regions predicted by the software programs and regionsritdies
in other studies.

The immunodominant oncosphere antigens are considered immune targetyand ma
also have preventive and diagnostic applications (Ferrer et al., 2003)18TlkDa
oncosphericprotein is termed HP6 (Ferrer et al. 2003, 2007; Gonzalez et al., 2011) or
TSA-18 (Lightowlers et al., 1996; Jabbar et al., 2010).

The following performance indicators were obtained from the ELISA tasy tise
heterologous antigen (T. crassiceps): 70% sensitivity (Cl= 56-80%), 824figpec
(CI=73-89%), 72% PPV (Cl=60-84%), 80% NPV (CI=70-87%), and 78% accuracy. The
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use of EP1 in an ELISA yielded slightly higher values than those fnennéterologous
antigen, indicating a improved performance of the diagnostic test. Wiallenlas able to
detect 91.6% of samples from the naturally infected animals, th@alaeassiceps crude
heterologous antigen only detected 70% of the samples. It is known #rmat itha
homology between the 18 kDa protein of Taenia saginata and differentsspecle as:
Taenia multiceps Tm18 (85.5%), Taenia soliumTSOL18 (61.5%), Taenia ovsTol8
(79.7%),Taenia asiatica TASI18 (95.5%) e Taenia hydatigena. A infec¢cdo em bsvinos
ocorre com a Taenia multiceps (Avcioglu et al. 2011) e Taenia hydatif@ada and
Belino, 1978), however, it is important to note that the serum control samples (G1, G2, G3,
G4) are obtained from animals that have undergone post-mortem inspectioscand d
possible co-infection with these parasites.

Ferrer et al. (2003) synthesized six peptides derived from Taenia sagnoains,
using the antigenic index of Jameson and Wolf (Jameson and Wolf, 1988). The two
peptides (HP6-2 and HP6-3) derived from 18 kDa protein were able to diffezesgrams
from cysticercosis-positive and -negative animals in a smallapke size. It is important
to state, in contrast to EP1, which is located in a exposed beta-ndR&irH? is mostly
buried in our model, while HP6-3 is mainly located in the protein Ciexlmegion and,
therefore, exposed to interactions (data not shown). This difference in locatibh mi
reveal differences in the performance of diagnostic tests using thectdigeptides; a
greater exposure of the peptide in the protein structure increases the lpyolodbi
interaction with antibodies. Immunodominant peptides have a direct efiedisease, as
evidenced by their high affinity for the host antibodies released durfaegtion. Thus, a
more thorough understanding of the biology of the immunodominant peptides willygreatl
aid the attempts to improve the performance of immunodiagnostic tests (Noy2@d3).,

Thus, in comparison to using the heterogenic antigen, the use of the EP1
peptide may enable improved detection of cysticerci in naturally ifegtenals and/or in
animals with monocysticercosis. Animals naturally infected have &mounts of
circulating antigens, which normally hinder accurate diagnoses. According to Alepliz
(2012), the cost of implementing of a more sensitive tool for the diagnosis afebovi
cysticercosis should be compared with the associated benefits for hunitandiean the
great potential of limiting the transmission cycle of bovine cgstiasis. The use of an
improved diagnostic tool for bovine cysticercosis would also benefitubstdick-farming

sector by reducing economic loss.
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The ELISA test has been used in research worldwide (Pinto et al., 200€); &te
al., 2003; Ferrer et al., 2007; Monteiro et al., 2006; Allepuz et al., 2012; aGasst
Peixoto et al., 2015). It should be noted that the ELISA should be atiéégetct animals at
different stages of infection (viable or non-viable cysticerci), andlasilpi showing
satisfactory performance (Pinto et al., 2006; Monteiro et al., 2006; Minoz2q 20@4;
Guimaréaes-Peixoto et al. 2015). According Smith et al. (1991) low level®nrcyst-
burden produced antibodies hinder the selection of a cutoff point and interpretation of
findings in serological tests such as ELISA, especially in moniceysbsis (Thomaz-
Soccol et al., 2010).

In the performance of an ELISA test, it is important to consider thwditaate value
of the difference between the positive and negative control sera &@igsiPeixoto et al.
2015; Silva et al. 2015). Thus, the aim of this research was to sdabpratory scenario
using the optical density values adjusted to a standard plate to camp@erformance of

peptide EP1 with the antigen Tcra, thus the background are reduced.

5. CONCLUSION

In the present study, a computational approach was used to selecide peibt
great potential for use in serologic diagnosis of bovine cysticercases.sélected EP1
peptide enabled discrimination between samples from animals positimegative for
cysticercosis. The EP1 peptide also exhibited improved performzomopared to the
heterologous antigen of Taenia crassiceps.

The increasing use of computational tools to obtain structural dataroblecules
has significantly improved our understanding of antigen-antibody interactionshid
study, the creation of a conformational model of 18 kDa protein provided a tibalre
framework for a suitable and rational methodological design that enablebktiidcation

of a new epitope with potential use in the diagnosis of bovine cysticercosis.
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CONCLUSAO GERAL

Diante dos resultados obtidos, foi possivel constatar o potencial diagraesiito
peptideos obtidos de trés regides distintas da Taenia saginatasppatitprogramas de
bioinformatica. A partir de teste preliminar com todos os peptideos andevem
consideracdo o referido desempenho, foi construida uma nova proteina recombinante
guimera, que se mostrou altamente eficaz na diferenciacdo de anmusithgas e
negativas para a cisticercose bovina, utilizando o ELISA e Immunadolohentando
significativamente o desempenho dos referidos testes em comparagiigemo de
Taenia crassiceps. Levando em consideracdo o ineditismo da prote8a2§,T bem
como seu desempenho altamente satisfatorio, evidencia-se um novonaliaduelhoria

dos testes soroldgicos para a deteccao da cisticercose bovina.
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Tabela 1. Resultado da densidade optica obtida pelo teste ELISA, emtdgegrupos de

soro controle (++) amostras experimentalmente infectados, (+) amostradnmattea
infectadas, (-) amostras negativas a cisticercose durante ingfeecétna, (op) animais
negativos para a cisticercose contudo apresentando outras patdagiagomo
tuberculose, fasciolose ou hidatidose, (is) animais negativos @se e mantidos sob
condi¢cdes de isolamento, ao analisar: EP1, cutoff =0,881, EP3, cutoff =1,168, EP4, cutoff=
0,846, EP5, cutoff= 0,569, EP6, cutoff=0,599, EP7, cutoff= 0,631, EP8, cutoff= 0,525, (h)
rqTSA-25, cutoff= 0,488.

EP1
Amostra (++) (+) () (op) (is)
1 1,087 1,063 0,538 1,121 0,684
2 1,154 1,076 0,727 0,909 0,568
3 1,424 1,108 0,498 1,128 0,595
4 1,246 1,093 0,621 0,847 0,585
5 0,950 1,030 0,417 0,846 0,718
6 0,888 1,048 0,567 0,787 0,718
7 1,448 1,090 0,433 0,899 0,523
8 1,112 0,978 0,670 1,084 0,641
9 1,527 1,100 0,500 0,768 0,585
10 1,355 0,978 0,625 0,731 0,492
11 1,688 1,072 0,739 0,819 0,486
12 0,921 1,007 0,533 0,799 0,616
13 1,773 1,089 0,637 0,745
14 2,093 0,965 0,705 0,747
15 1,313 0,917 0,667 0,653
16 1,608 1,030 0,760 0,742
17 1,571 0,904 0,761 0,784
18 1,338 0,984 0,868 0,794
19 1,476 1,188 0,840 0,755
20 1,427 0,963 0,806 0,811
21 1,172 1,086 0,644 0,910
22 1,042 1,155 0,765 0,785
23 1,315 1,012 0,847 0,766
24 0,920 0,951 0,689 0,703

80



25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

0,937
0,993
0,967
1,155
1,086
1,063
0,938
0,939
0,954
0,934
0,963
0,932
0,933
0,977
1,049
0,667
0,476
0,924
1,040
0,959
1,005
0,195
0,888
0,924
1,154
0,919
0,911
0,972
1,020
0,916
0,917
1,059
1,105

1,178
1,000
0,964
0,886
0,986
0,909
0,911
0,880
0,986
1,035
1,025
1,113
0,856
1,022
1,052
0,989
1,040
1,020
1,087
1,095
1,051
1,121
1,067
1,137
0,881
1,106
1,111
1,022
1,055
0,809
0,851
0,782
0,903

0,766
0,798
0,862
0,825
0,768
0,711
0,894
0,715
0,887
0,775
0,836
0,764
0,807
0,745
0,689
0,675
0,880
1,209
0,857
0,851
0,805
0,877
0,826
0,890
0,879
0,868
0,826
0,880
0,847
0,864
0,840
0,747
0,879

0,765
0,781
0,799
0,562
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Continuacao

Amostra (++) (+) () (op) (is)
58 0,916 0,803 0,824
59 0,918 1,060 0,879
60 0,916 0,904 0,875
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EP3

Amostra (++) (+) ) (op) (is)
1 1,239 1,233 0,935 2,504 1,857
2 1,541 0,870 1,249 1,323 1,055
3 2,170 1,029 0,727 1,376 0,988
4 2,004 1,345 0,542 1,252 0,867
5 1,789 0,936 0,464 1,453 1,008
6 0,732 1,505 0,550 0,773 1,735
7 0,760 1,797 0,163 0,843 1,175
8 2,094 2,105 0,701 1,620
9 0,665 1,943 0,918 1,461
10 1,228 1,129 0,908 1,425
11 1,185 1,731 0,354 1,565
12 0,921 0,967 0,611 1,553
13 1,024 1,640 1,080 0,668
14 0,889 1,866 1,100 0,808
15 2,102 1,150 0,248 0,851
16 1,482 0,997 0,623
17 0,866 1,265 0,462
18 1,011 0,775 0,787
19 0,892 0,526 0,964
20 1,026 1,627 0,825
21 0,988 1,268 1,289
22 1,078 2,041 0,308
23 1,736 2,262 0,546
24 1,059 1,260 2,096
25 0,988 1,613 1,476
26 1,934 1,728 2,122
27 1,021 1,329 1,652
28 1,167 1,807 1,094
29 2,445 1,587 1,176
30 1,622 1,260 0,973
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EP4

Amostra (++) (+) ) (op) (is)
1 0,920 0,920 0,609 1,930 1,120
2 1,122 1,122 0,796 0,653 0,813
3 1,604 1,604 0,571 0,918 0,531
4 1,305 1,305 0,476 1,043 0,536
5 1,067 1,067 0,469 0,763 0,652
6 0,443 0,443 0,451 0,355 1,147
7 0,476 0,476 0,197 0,632 0,918
8 0,377 0,377 0,574 1,099
9 1,867 1,867 0,775 0,687
10 0,783 0,783 0,806 0,844
11 1,706 1,706 0,348 1,077
12 0,886 0,886 0,547 1,223
13 0,735 0,735 0,808 0,377
14 1,102 1,102 0,637 0,366
15 2,482 2,482 0,160 0,607
16 1,157 1,157 0,713
17 0,559 0,559 0,506
18 0,830 0,830 0,609
19 0,890 0,890 0,580
20 0,865 0,865 0,744
21 0,753 0,753 0,867
22 0,749 0,749 0,526
23 1,577 1,577 0,340
24 1,090 0,866 1,272
25 0,678 1,434 0,807
26 1,648 1,226 1,383
27 0,735 1,093 1,078
28 1,021 1,749 1,432
29 0,932 1,109 1,237
30 0,696 0,866 1,589
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EP5

Amostra (++) (+) ) (op) (is)
1 0,484 0,790 0,555 0,990 0,812
2 0,577 0,386 0,875 0,672 0,419
3 0,935 1,040 0,487 0,551 0,471
4 0,478 0,549 0,264 0,636 0,634
5 0,383 0,520 0,714 0,647 0,505
6 0,265 0,744 0,289 0,422 0,587
7 0,356 0,539 0,301 0,413 0,653
8 1,220 0,501 0,340 0,813
9 0,217 0,668 0,415 0,595
10 0,592 0,481 0,533 0,675
11 0,750 0,748 0,284 0,593
12 0,596 0,395 0,713 0,667
13 0,408 0,757 0,839 0,606
14 0,508 1,092 0,562 0,523
15 1,485 0,703 0,334 0,435
16 0,841 0,334 0,413
17 0,562 0,705 0,557
18 0,661 0,652 0,665
19 0,504 0,537 0,546
20 0,489 0,675 0,450
21 0,634 0,652 0,513
22 0,636 0,607 0,238
23 1,140 0,745 0,514
24 0,616 0,932 0,860
25 0,537 0,508 0,620
26 1,181 0,738 0,931
27 0,791 0,735 1,279
28 0,622 0,597 0,889
29 0,563 0,688 0,443
30 0,695 0,721 0,449
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EP6

Amostra (++) (+) ) (op) (is)
1 0,774 1,151 0,607 1,337 0,973
2 1,019 0,694 0,906 0,701 0,578
3 1,141 0,869 0,447 0,745 0,580
4 0,519 0,762 0,500 0,790 0,709
5 0,874 0,726 0,471 0,695 0,585
6 1,341 0,985 0,250 0,218 0,826
7 0,200 0,949 0,195 0,359 0,470
8 2,211 0,855 0,366 0,954
9 1,109 1,087 0,547 0,727
10 1,104 0,541 0,677 0,604
11 1,740 0,887 0,297 0,759
12 0,563 0,433 0,654 0,664
13 0,776 1,156 0,716 0,378
14 1,081 1,276 0,897 0,257
15 3,847 0,826 0,424 0,279
16 1,345 0,326 0,419
17 0,842 0,864 0,552
18 0,850 0,741 0,534
19 0,606 0,454 0,757
20 0,450 0,736 0,615
21 0,895 0,804 0,737
22 0,805 0,678 0,342
23 1,480 0,975 0,583
24 0,550 1,561 1,231
25 0,726 0,549 0,800
26 1,688 0,824 0,989
27 0,592 0,670 1,367
28 0,791 0,953 1,055
29 0,661 0,917 0,893
30 0,756 0,881 0,508
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EP7

Amostra (++) (+) ) (op) (is)
1 0,377 0,982 0,479 1,289 0,939
2 0,937 0,657 0,996 0,529 0,343
3 1,873 0,737 0,509 0,340 0,382
4 1,133 0,571 0,571 0,712 0,499
5 0,572 0,723 0,609 0,433 0,421
6 1,268 0,998 0,496 0,059 0,400
7 -0,270 0,746 0,408 0,188 0,363
8 2,417 1,062 0,553 0,661
9 0,583 1,081 0,556 0,473
10 0,761 0,737 0,816 0,431
11 1,371 0,715 0,495 0,332
12 0,352 0,438 0,546 0,731
13 -0,019 0,969 0,721 0,207
14 0,494 2,049 1,135 0,122
15 4,112 0,601 0,746 0,076
16 0,801 0,340 0,584
17 0,674 0,789 0,629
18 0,632 0,680 0,690
19 0,349 0,333 0,847
20 0,131 0,633 0,636
21 1,126 0,861 0,801
22 0,714 0,635 0,353
23 1,414 0,949 0,582
24 0,308 1,778 1,242
25 0,580 0,529 0,641
26 2,011 0,961 1,031
27 0,314 0,695 1,363
28 0,263 0,675 0,936
29 0,978 1,228 1,317
30 0,978 0,888 0,597
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EP8

Amostra (++) (+) ) (op) (is)
1 0,630 0,686 0,675 1,053 0,786
2 1,520 0,357 0,356 0,561 0,522
3 1,635 0,474 0,684 0,555 0,448
4 0,916 0,357 0,350 0,590 0,414
5 0,609 0,552 0,359 0,431 0,571
6 1,913 0,824 0,293 0,241 0,578
7 0,196 0,426 0,236 0,299 0,317
8 1,821 0,738 0,294 0,670
9 0,624 0,869 0,076 0,427
10 1,012 0,131 0,035 0,522
11 1,057 0,241 0,014 0,491
12 0,653 0,063 0,031 0,484
13 0,453 0,909 0,605 0,225
14 0,916 1,044 0,586 0,228
15 3,083 0,099 0,327 0,171
16 0,915 -0,165 0,208
17 0,550 0,502 0,352
18 1,106 -0,004 0,299
19 0,430 -0,193 0,423
20 0,342 -0,123 0,409
21 0,823 0,243 0,571
22 0,829 0,034 0,051
23 1,359 -0,047 0,279
24 0,435 -0,024 0,164
25 0,750 0,557 0,180
26 2,376 0,684 0,255
27 0,507 0,686 0,102
28 0,492 0,595 0,268
29 0,496 1,006 0,699
30 0,485 0,667 0,255
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rqTSA-25

Amostra (++) (+) ) (op) (is)
1 0,679 0,488 0,212 0,203 0,469
2 0,626 0,683 0,368 0,149 0,271
3 0,525 0,912 0,346 0,189 0,210
4 0,390 0,462 0,323 0,742 0,288
5 0,438 0,688 0,313 0,162 0,469
6 0,732 0,670 0,476 0,193 0,286
7 0,534 1,033 0,467 0,469
8 0,488 0,787 0,385 0,423
9 0,533 0,729 0,271 0,166
10 1,240 0,585 0,152 0,201
11 0,910 0,780 0,291 0,175
12 0,342 0,626 0,267 0,405
13 0,640 0,643 0,301 0,160
14 0,582 0,527 0,190
15 0,570 0,476 0,464
16 0,458 0,805 0,390
17 1,135 0,669 0,184
18 0,602 0,964 0,206
19 0,553 0,513 0,353
20 0,988 0,680 0,493
21 0,540 1,240 0,263
22 0,608 0,747 0,306
23 0,395 0,505 0,338
24 0,529 0,904 0,433
25 0,570 1,106 0,302
26 0,646 0,830 0,236
27 1,057 0,757 0,259
28 0,508 1,339 0,445
29 0,621 0,444 0,264
30 0,409 0,495 0,194
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cisticercose bovina” coordenado pela Professor Paulo Sérgio de Arruda
Pinto, do Departamento de Veterindria, esta de acordo com o Codigo de
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aprovado por esta Comissdo em 27/10/2011.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the
process number 20/2011, named “Interface of morphological
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Professional Ethics Code, with the Ethical Principles for Animal
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