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Resumo

A cisticercose bovina ¢ uma zoonose que acomete humanos em sua forma adulta (teniase) e em sua
forma larvar encontra-se inserida na musculatura de bovinos infectados (cisticercos). Ainda nao esta
totalmente esclarecido como ocorre a resposta imune animal frente a infec¢do por cisticercos, sendo
necessario sua total compreensdo para aprimoramento de testes diagnosticos e prevengdo da doenca.
Este trabalho teve o objetivo de avaliar preliminarmente a evolugao da resposta imune de nove bovinos
experimentalmente infectados com 120.000 ovos de Taenia saginata, comparando com achados da
resposta celular por meio da microscopia Optica. Do total de animais, cinco apresentaram semelhanga
na cinética de producdo de anticorpos contra as formas metacestdides (cisticercos), com elevacgao
maxima dos niveis séricos de IgG e IgM. Quatro bovinos apresentaram uma resposta imunoldgica
diferente da maioria: dois animais uma resposta tardia a infec¢@o pelos cisticercos, e nos demais nao
foi observado aumento significativo de anticorpos. Em relag@o a resposta celular, foi possivel constatar
predominancia de células inflamatorias nas lesdes decorrentes de cisticercos vidveis, enquanto, na
maioria dos cisticercos inviaveis havia células reparadoras de tecido e presenca de corpusculos calcarios.
A quantidade migratoria de corpusculos calcareos esta relacionada com o estadio de morte do parasito.
E importante a associagdo desses achados para compreensdo da resposta imune de bovinos frente a
cisticercose.

Palavras-chave: Morfologia do cisticerco, cinética de anticorpos, cisticercose bovina, Taenia saginata

Abstract

Bovine cysticercosis is a zoonosis that affects humans in their adult form (taeniasis) and its larval is
found inserted in the musculature of infected cattle (cysticerci). It is still not entirely clear how animal
immune response against infection occurs, being the comprehension of this process necessary for the
enhancement of diagnostic capacity and disease prevention. This work aimed to evaluate the evolution
of the immune response in experimentally infected cattle, compared with findings in cell response by
optical microscopy. Nine animals were infected at a rate of 120,000 eggs of Taenia saginata. Five of
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the animals were similar in the kinetics of antibody production against cysticerci, with maximal levels
of IgG and IgM. The other four animals showed an immune response different from the majority, with
two of them showing delayed response to infection by cysticerci while the others apparently did not
have initial contact with antigens secreted by cysticerci. Regarding the cellular response, it was found
that, in lesions of viable cysticerci, inflammatory cells predominated, whereas in nonviable cysticerci
there were tissue repair cells in the most part, being possible to notice that the amount of migratory
calcareous corpuscles are related to the death stage of the parasite. These findings are important for the
understanding immune response of cattle infected with cysticercosis.

Key words: Morphology of cysticercosis, kinetics of antibodies, bovine cysticercosis, Taenia saginata

Introducio

A cisticercose bovina ¢ uma enfermidade de
distribuicdo cosmopolita de carater zoondtico,
causada pela forma larval da Taenia saginata
(NIETO et al., 2012). E considerada um dos
grandes problemas de satde publica e animal que
esta amplamente difundido no Brasil, sendo motivo
de preocupacdo para frigorificos e produtores
devido aos prejuizos que acarreta (GUIMARAES-
PEIXOTO et al., 2012).

O ser humano ¢ o hospedeiro definitivo e
obrigatorio da Taenia saginata (DORNY; PRAET,
2007), j4 os bovinos atuam como hospedeiros
intermedidrios contaminando-se ao ingerirem direta
ou indiretamente fezes humanas contendo ovos de
T saginata (QUEIROZ et al., 2000, MANHOSO;
PRATA, 2004, MONTEIRO; PINTO; DIAS, 2006).

Os ovos sofrem agdo das enzimas do abomaso,
liberando as oncosferas que sofrem ativacdo
pelos sais biliares, permitindo a penetragdo nas
vilosidades intestinais. As oncosferas invadem a
corrente sanguinea atingindo 6rgdos e tecidos onde
se transformam em cisticercos (FORTES, 1997).
No estagio inicial, a infec¢do ¢ caracterizada por
uma inflamacdo inespecifica, rica em macrofagos,
linfocitos e neutrodfilos, com longevidade de semanas
a anos, ao longo da qual sofrem um processo de
degeneracdo e, ao final tornam-se calcificados e
inviaveis (URQUHART et al., 1998; REY, 2001;
TAYLOR et al., 2009).

Como forma de protecdo, o cisticerco fica
revestido por uma parede membranosa na vesicula,
que possui proteinas, algumas delas apresentando
propriedades antigénicas e estimulando a producao

de antigenos especificos. No entanto, estes
antigenos ndo tém maior efeito na protecdo contra
a doenga, uma vez que os cisticercos desenvolvem
uma série de mecanismos evasores (PAWLOWSKI;

SCHULTZ, 1972).

Testes sorologicos para cisticercose bovina
revelam baixos niveis de anticorpos em animais
que apresentam infecgdes leves. A intensidade
da resposta
experimentais realizadas com administragao de ovos

imune observada nas infecgdes
de Taenia saginata difere das infec¢des naturais,
mesmo quando os animais recebem pequeno
numero de ovos por longo periodo (KYVSGAARD
etal., 1990; HAYUNGA; SUMNER, 1991; SMITH;
SNOWDON; FINLAY, 1991; MONTEIRO et al.,
2008; THOMAZ-SOCCOL et al., 2010).

Considerando-se a necessidade exposta, e a
caréncia de pesquisas envolvendo a comparagdo
da resposta humoral com achados morfoldégicos da
cisticercose bovina, o objetivo deste estudo ¢ avaliar
a evolugdo da resposta imunoldgica humoral (IgM,
IgG total e IgG subclasses 1 e 2) na evolugdo da
doenga, observando-se os aspectos morfologicos das
lesdes promovidas pelos cisticercos na musculatura
bovina em diferentes estadios de desenvolvimento.

Material e Métodos
Infecgdo experimental

Um paciente positivo para teniase foi identificado
através de exame coproparasitologico (Kato Katz)
em Posto de Satde no Municipio de Tumiritinga-
Minas Gerais e apods tratamento especifico para
eliminagdo do parasita obteve-se um exemplar de
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Taenia sp. Este foi encaminhado ao laboratorio e
sua morfologia foi confirmada por microscopia
direta com base em Neves (2005). O parasito ficou
armazenado sob refrigeracdo (4°C) e imerso em
uma solugdo contendo cloridrato de oxitetraciclina
500mg (Terramicina®) e agua destilada. O preparo
do inbéculo consistiu de lavagem das proglotes,
dissecag¢ao com auxilio de lupa e centrifugagdo. Foi
realizada contagem do nimero de ovos com auxilio
de microscépio a partir da média da quantidade
de ovos presentes em cinco amostras (gotas) do
sedimento oriundo da centrifugacao (10 ul/cada).

Para inoculagdo experimental utilizou-se 1ml
do in6culo que continha aproximadamente 120.000
ovos de Taenia saginata, diluidos em dgua destilada,
¢ administrado por via oral com auxilio de sonda
gastrica. Em seguida, foram fornecidos cerca de
500ml de dgua através dasonda, garantindo que todos
os ovos presentes na aliquota fossem totalmente
ingeridos. Nesse experimento foram selecionados
nove bovinos machos, de raca mestica holandés-
zebu, com aproximadamente seis meses de idade,
e mantidos em ambiente livre de contaminagao por
cisticercos, evitando assim reinfec¢do dos animais.

Obtencado das amostras de soro

O presente estudo foi realizado com amostras de
soro bovino pertencentes anove bovinos procedentes
de uma propriedade sem historico de cisticercose
e que foram infectados experimentalmente. As
amostras foram coletadas utilizando-se a seguinte
ordem: dia 0 até dia 150 pos-infecgao (n=9), dia 180
(n=8), dia 210 (n=7), dia 240 (n=6), dia 270 (n=5),
dia 300 (n=4), dia 330 (n=4), dia 360 (n=3), dia 390
(n=2), dia 420 (n=1), num total de 93 amostras de
SOTO0.

O material foi dessorado e estocado a —20°C
com vistas a sua utilizacdo nos ensaios laboratoriais
de acordo com a metodologia empregada por
Monteiro (2004) utilizando-se antigeno total (bruto)
de Taenia crassiceps e anticorpos especificos
conjugados com peroxidase contra IgM (A10-100P,

Bethyl, Montgomery, TX, USA), IgG total (A5295,
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) e IgG,
(AAI21P, AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK)
e IgG, (AAI22P, AbD Serotec, Kidlington, Oxford,
UK).

Avaliagdo post mortem

Todos os animais foram abatidos em matadouro-
frigorifico, de acordo com as normas técnicas do
Servico de Inspecdo Federal (BRASIL, 2007).
Os animais foram rigorosamente inspecionados,
examinando-se ~ os  tecidos  inspecionados
rotineiramente nas linhas de inspecdo post-mortem
para pesquisa de cisticercos (coracdo, lingua,
musculos mastigatorios), e outras areas consideradas
ndo rotineiras para inspe¢do representadas por
quatro cortes comerciais de carnes, obtidos de meia
carcaga, localizados nos quartos dianteiro e traseiro,
sendo esses 0 acém, a paleta, a alcatra e o contra-
filé. Ainda foram examinados o diafragma e seus
pilares, esdfago e o figado. Sendo assim, todas as
carcacas foram confirmadas como portadoras de

cisticercos.

Os bovinos foram abatidos em periodos distintos,
iniciando-se do primeiro animal com cinco meses
pos-infecgdo (p.i.), € os demais, a intervalos de 30
dias. O animal representante do periodo de 300
dias pos-infeccao foi excluido das analises por ndo
ter apresentado cisticercos durante exame post-
mortem. Os cisticercos viaveis (vivos) e inviaveis
(degenerados ou calcificados) foram colhidos para
avaliacao.

Avaliagdo histopatologica

As analises microscopicas foram realizadas
em um cisticerco, que posteriormente foi dividido
em 4 partes para processamento. Foram coletados
cisticercos dos animais abatidos a cada 30 dias, a
partir de 210 dias pds-infeccao.

A inclusdo do material foi feita em historesina.
Foram utilizadas coloragdes com azul de toluidina,
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hematoxilina férrica, eosina aquosa, nitrato de prata,
ponceau, fast green ¢ coloragao de Von Kossa (VK)
(GOLDOVA et al., 2008) adaptada. As laminas
foram montadas com Entellan (Merck®), analisadas
ao microscopio de luz (CX31 Olympus®), ¢ as
imagens foram obtidas com camera digital SC 020
por meio do software Analysis GETIT®. As imagens
capturadas foram utilizadas para a contagem dos
tipos celulares presentes, utilizando-se para cada
amostra dez campos microscopicos, cada campo
com uma area equivalente a 760,0 um?. Todos os
tipos celulares encontrados nas imagens foram
enumerados e quantificados.

Analise estatistica

Apos verificagdo da distribui¢do dos dados
pelos testes de normalidade (LILLIEFORS,
1967) e homocedasticidade (COCHRAN, 1941;
BARTLETT, 1937), a produgdo de imunoglobulinas
ao longo do tempo, foi avaliada por meio do teste de
Duncan (1955), e o nimero de células inflamatorias
pelo teste de Wilcoxon (1945). Foram consideradas
significantes valor de p< 0,05.

Utilizou-se o programa de analises estatisticas
SAEG 9.1 para analise dos dados computados
referente a produ¢@o de imunoglobulinas.

Comité de ética

As normas de conduta para o uso de animais
em pesquisa foram seguidas e a pesquisa teve a
aprovacio da Comissio de Etica do uso de Animais
da Universidade Federal de Vigosa foram seguidas,
conforme o Processo CEUA/UFV n° 20/2011.

Resultados e Discussao

Ap6s andlise dos resultados, os bovinos foram
caracterizados em 4 grupos, tomando como base
o padrao observado da cinética de produgdao de
anticorpos. Os animais do grupo 1 (abatidos
aos 150, 180, 210, 270 e 360 dias pos-infeccao,
respectivamente) apresentaram cinética de producao

de anticorpos IgG total semelhantes (Figura la),
ocorrendo pico de producdo de anticorpos IgG
(total) aos 30 dias p.i. e decréscimo aos 60 dias
p.i. Um novo pico de IgG foi verificado aos 120
dias p.i. (animais 33 e 32), 180 dias p.i (animal
38) e 240 dias (animal 31). De acordo com Flisser,
Gonzalez e Plancarte (1990) os titulos crescentes
de anticorpos ao longo do parasitismo podem estar
relacionados com a existéncia de cisticercos viaveis
¢ metabolicamente ativos, produzindo e secretando
substancias que estimulam o sistema imunoldgico
do hospedeiro. A producdo de IgM apresentou a
mesma tendéncia que o IgG, contudo o animal
31 ndo apresentou pico no mesmo periodo que os
demais animais, tendo um aumento significativo
somente no dia 150 p.i. (Figura 1b). As razoes do
aparecimento dos anticorpos em periodo variaveis
poderiam ser o tempo necessario para que OS
antigenos usados no imunodiagndstico sejam
reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro
(MINOZZO et al., 2004). Com relacao a produgdo
de IgG, e IgG,, foi possivel verificar diversos picos
de producdo, exceto para o animal 39 que ndo
apresentou anticorpos circulantes IgG, detectaveis
nos periodos analisados (Figuras 1c e 1d).

Os animais do grupo 2 (bovinos 35 e 37, abatidos
com 420 e 330 dias p.i) ndo apresentaram resposta
humoral significativa para IgG e IgM (Figuras le
e 1f). Esse fato pode ser atribuido a uma possivel
protec@o aparente contra cisticercose, descartando-
se a possibilidade de se tratar de imunidade passiva,
pois os animais tinham aproximadamente 20 e
17 meses de idade, respectivamente, sendo que
a mesma ocorre até as primeiras semanas de vida
do animal (CHASE; HURLEY; REBER, 2008).
De acordo com Radostitis et al. (2000) a producdo
endogena de anticorpos atinge niveis de prote¢do
com 4 semanas de idade e niveis maximos entre
as 8 e 12 semanas. Em relagdo a produgdo de 1gG,
¢ IgG,, somente o animal 37 apresentou pico de
producao de anticorpos, sendo no mesmo periodo
para IgG, e IgG,, divergindo aos 300 dias p.i onde
IgG, apresentou uma queda e IgG, uma tendéncia
de aumento (Figuras 1g e 1h).
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Ja, os animais do grupo 3 (bovinos 36 e 40,
abatidos com 390 e 240 dias p.i, respectivamente),
apresentaram resposta tardia contra a infecgdo
por cisticercos, sendo atribuido ao periodo de
reconhecimento dos antigenos pelo hospedeiro
(Figuras lie 1j). A variagdo na resposta imunologica
e o pico de producdo de anticorpos em periodos
distintos pode estar relacionado ao fato da habilidade
do cisticerco sobreviver por longo periodo na
presenca da resposta imune do hospedeiro, por meio
de secrecao de antigenos que afetam a modulagao do
sistema imunitario do hospedeiro (HARRISON et
al., 1989), habilidade que também é compartilhada
pela Taenia solium (SCIUTTO et al.,, 2007). O
animal 36 apresentou diversos picos de IgG, e IgG,,
contudo no animal 40 o IgG, foi nulo € aos 150 dias
p.i. houve pico de produgdo de IgG, seguido de uma
discreta queda até completar 240 dias p.i. (Figuras
lk e 11).

Osbaixosvaloresdeprodugdodeimunoglobulinas
IgG, e IgG, encontrados no presente estudo podem
estar associados as caracteristicas da resposta
imunologica individual dos animais. Entretanto,
vale ressaltar que os anticorpos IgG, representam
50% das IgG circulantes e que a concentragdo de
IgG, varia muito entre os bovinos (TIZARD, 2009).

As médias de produgdo de imunoglobulinas I[gM
e IgG total, em amostras de soro bovino ao longo
do tempo ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si, como ocorreu com as médias de DO entre
IgG, e IgG,. Contudo, quando comparada a média
de produgdo de IgM e IgG total com IgG, e IgG,
foi encontrada diferenga (p<0,05). Tal ocorréncia ¢
demonstrativa de que a resposta imunoldgica frente
a infeccdes por Taenia saginata é em sua maioria
mediada por anticorpos da classe IgM e IgG.

Com base na contagem celular dos fragmentos
analisados pela microscopia de luz, foi observada
uma média de 39,6 eosindfilos presentes na
musculatura ao redor da lesdo provocada pelo
cisticerco viavel e 21,2 eosinofilos no caso de
cisticercos inviaveis (p>0,05). Aluja e Vargas

(1988) afirmam que os eosinofilos sdo as células
determinantes para iniciar o processo de destruicao
da larvano tecido do hospedeiro, no caso de infec¢ao
por Taenia solium. Essas células sao especialmente
adaptadas para atacar e destruir larvas invasoras
de helmintos, pois suas enzimas sdo eficientes na
destruigdo da cuticula de larvas (TIZARD, 2009). A
presenca significativa dos eosinofilos em infecgdes
por cisticercos (Figura 2a) estd de acordo com
Santos et al. (2001) e Tortelly (2003).

Os valores de linfocitos observados no presente
estudo apresentaram média de 26,6 linfocitos nos
cisticercos viaveis e 13,5 nos cisticercos inviaveis
(p>0,05). O fato de ter sido encontrada nos
cisticercos viaveis o dobro de linfécitos do que
em cisticercos inviaveis pode estar relacionado ao
deslocamento de miofibras (JONES; HUNT; KING,
2000), principal alteracdo tecidual provocada pelo
cisticerco, podendo haver discreta miosite com
alguns linfécitos e macrofagos.

Em relacdo aos fibroblastos, foi possivel
constatar média maior de deposicdo ao redor de
cisticercos inviaveis (54,2), quando comparadas a

média dos cisticercos invidveis (26,6) (p>0,05).

As células gigantes multinucleadas resultam
da fusdo de varios macrofagos (ZACHARY;
MCGAVIN, 2012) sendo que, no presente estudo
foi a célula mais encontrada, apresentando média
de 241,3 em cisticercos viaveis ¢ 89 células
gigantes multinucleadas em cisticercos inviaveis.
Diversos autores como Sterba e Dykova (1978),
Reis (1980), Santos et al. (2001), Tortelly (2003),
Almeida et al. (2006), Costa et al. (2012) relatam
a presenca de células gigantes multinucleadas em
infecgdes causadas por cisticercos, entretanto sem
mensuracao.

Em relacdo as caracteristicas morfoldgicas
obtidas pela interacdo parasito-hospedeiro nas
amostras dos cisticercos viaveis, foi possivel
verificar no centro da lesdo a presenca de células
envolvidas em processos inflamatérios, tendo-se
um rico infiltrado celular e abundante presenca de
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eosinofilos (COSTA, 2003; TORTELLY, 2003),
além de neutrdfilos e linfocitos. J& os cisticercos
inviaveis apresentaram um centro necrotico
(TORTELLY, 2003; SCANDRETT et al., 2012;
COSTA etal., 2012). Essa regiao mostrou-se rica em
corpusculos calcarios e detritos celulares, estando
envolto por trés camadas (Figura 2b), a mais externa
ao cisticerco sendo rica em tecidos de reparacéo.
Observa-se ainda que ha grande infiltrado celular,
com presenga de histiocitos dispostos em palicada
(Figura 2¢) (SANTOS et al., 2001; TORTELLY,
2003; ALMEIDA et al, 2006; COSTA et al.,
2012), células gigantes multinucleares e basofilos
(SCANDRETT et al., 2012).

Foi verificado presenca maci¢a de corpusculos
calcareos em cisticercos inviaveis ou aqueles
em processo de inviabilizagdo (morte), quando
comparados a sua presenga em cisticercos vivos.

Segundo Pawlowski, Yap ¢ Thompson (1988) os
corpusculos calcarios sdo estruturas compostas de
calcio, fosforo, silicio e zinco, que podem fornecer
a unica evidéncia ao corte histologico, de que
o espécime se trata de um cestoide (GEORGI;
GEORGI, 1988). A migracdo dos corpusculos
calcareos para o centro da lesdo parece estar
relacionada com o estddio de morte do parasito
(Figura 2d) e normalmente aparecem em maior
quantidade quando ha uma exposi¢do da lesdo pelo
sistema imune do hospedeiro

A associagdo dos resultados expostos no presente
estudo, em relacdo aos parametros humorais e
celulares na evolucdo da cisticercose, ¢ importante
no aprimoramento de um teste diagnostico
complementar na detec¢do da cisticercose baseado
na detec¢do de anticorpos.

Figura 2. (a) Bovino com 9 meses pos- infec¢ao. Cisticerco vivo. Presenca macica de eosinofilos (em destaque). HE.
Barra: 10 um. (b) Bovino com 7 meses pos- infeccdo. Cisticerco vivo, onde ¢ possivel observar a capsula de protecao
do cisticerco e suas camadas (em destaque). HE. Barra: 100 um. (c) Bovino com 12 meses poés-infecgdo. Cisticerco
calcificado. Presenga maciga dos corpusculos calcareos (a) no centro do cisticerco e rico infiltrado celular na periferia
(b). Von Kossa. Barra: 100 um. (d) Migragao dos corpusculos calcareos. Detalhe.Von Kossa. Barra: 10 um.

Fonte: Elaboragio dos autores.
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Conclusao

O estudo forneceu dados relevantes sobre o
padrdo da cinética de producdo de anticorpos em
bovinos experimentalmente infectados, sendo
que, alguns animais se apresentaram como maus
produgdo de

imunoglobulinas ou o fizeram de forma tardia. A

respondedores  a determinadas
utilizacdo das imunoglobulinas IgM e IgG total em
testes de imunodiagnostico € eficiente na deteccao
de bovinos positivos para cisticercose.

A presenca de células inflamatdrias nos
cisticercos viaveis, e de células reparadoras de
tecido em cisticercos inviaveis, indicaram a
capacidade do hospedeiro se proteger e destruir o
cisticerco, ressaltando que a migragdo ¢ quantidade
de corpusculos calcareos parece ter relagdo com
o estadio de morte do parasito. Todos os aspectos
acima mencionados impactam diretamente no
desempenho de testes imunodiagndsticos, onde
¢ necessario amplo conhecimento a respeito da

interagdo parasito-hospedeiro.
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