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ANATOMO-HISTOPATOLOGIA E PCR
NA IDENTIFICAC}Z\O DE CISTICERCOS DE BOVINOS.

RESUMO

A cisticercose bovina € considerada como o principal elo epidemioldégico da
teniase humana provocada pela Taenia saginata e ocasiona grande prejuizo em
toda a cadeia produtiva da carne bovina. Dentro deste contexto, destaca-se a
necessidade de ampliar o conhecimento cientifico sobre o processo de interacao
parasito-hospedeiro bovino. Objetivou-se com o presente trabalho, analisar as
alteragdes anatomo-histopatoldgicas de cisticercos através da observacdo das
caracteristicas macroscopicas e microscopicas de modo a classifica-los em
etapas relativas ao processo de interagcao parasito-hospedeiro bovino e verificar a
identidade molecular espécie-especifica dos cisticercos classificados em cada
uma das etapas, através da aplicagdo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Os cisticercos foram coletados durante o exame post-mortem realizado em
bovinos abatidos em matadouro frigorifico do Estado de Goias sob inspeg¢ao
federal e foram classificados em quatro etapas relativas ao processo de interagao
parasito hospedeiro bovino. A morfometria dos cisticercos, a intensidade
quantitativa das alteragdes patoldgicas, a correspondéncia entre a classificagéo
na dimensdo macro e microscopica e a identidade molecular dos cisticercos
classificados em cada uma das etapas foram analisadas. A PCR foi aplicada
utiizando pares de oligonucleotideos especificos para a amplificagdo de
fragmentos génicos do gene LSU RNAr de Cysticercus bovis e de Cysticercus
cellulosae. Concluindo-se que, a sistematizagdo classificatoria da cisticercose
bovina pode ser definida em quatro etapas relativas ao processo de interagcao
parasito-hospedeiro (Etapa Vesicular: EV, Etapa Vesicular Coloidal: EVC, Etapa
Granular Nodular: EGN e Etapa Nodular Calcificada: ENC); que existe
correspondéncia relativa entre a classificacdo macroscopica e a classificagdo
microscopica dos cisticercos; que os cisticercos classificados na etapa EGN foram
maiores (p<0,05) do que os classificados nas outras etapas, tanto quando
avaliados pela mediana da area, quanto pela mediana do didmetro; que a
intensidade da inflamacédo crénica e da fibrose foi maior (p<0,05) nos cisticercos
classificados nas etapas EGN e ENC; que a intensidade da necrose, da
calcificacdo e da presenga de eosindfilos foi maior (p<0,05) nos cisticercos
classificados na etapa ENC; que a PCR pode ser aplicada na identificacido
espéecie-especifica de cisticercos classificados em etapas relativas ao processo
de interacdo parasito-hospedeiro bovino; que a positividade nos resultados de
PCR foi maior (p<0,05) nas amostras de DNA dos cisticercos classificados nas
etapas EV e EVC em relagao a positividade nos resultados de PCR das amostras
de DNA dos cisticercos classificados nas etapas EGN e ENC e que a
negatividade nos resultados de PCR foi maior (p<0,05) nas amostras de DNA dos
cisticercos localizados nos coragdes e classificados na etapa EGN em relagéo a
negatividade nos resultados de PCR das amostras dos cisticercos localizados nos
musculos mastigatorios e classificados na mesma etapa classificatoria.

Palavras-chave: Cisticercose; Cysticercus bovis; Taenia saginata; Cysticercus
cellulosae, Taenia solium; PCR.
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ANATOMICAL-HISTOPATHOLOGY AND PCR
IN IDENTIFICATION OF CISTICERCIS OF BOVINE

ABSTRACT

Bovine cysticercosis is known as an epidemiologic link of the human taeniasis
caused by Taenia saginata and it is considered as a burden in the meat production
chain. In this context, it is actually evident the need of increasing scientific
knowledge on the host-parasite relationship. The objective of this study was
analyze the pathological alterations in cysts anatomy through the observation of
the macroscopic and microscopic characteristics in order to classify them in
different stages on the basis of the bovine host-parasite interaction and verify the
species-specific molecular identity of bovine cysticerci by the polymerase chain
reaction (PCR) comparing the results among lesions of four different stages. The
cysticerci were collected during the post mortem inspection of bovine slaughtered
under official inspection service in the State of Goias. Results revealed that, the
qualifying systemization of the bovine cysticercosis can be defined in four relative
stages to the process of host-parasite interaction (Vesicular Stage: EV, Colloidal
Vesicular Stage: EVC, Granular Nodular Stage: EGN and Stage Nodular Calcified:
ENC). Also, it was observed an evident correspondence between the macroscopic
and the microscopic classifications and its gradual increasing starting from the
cysticercis classified in EV to the cysticerci classified in EVC and EGN, until
reaching the highest correspondence for the cysticercis classified in ENC. The
cysticerci classified in EGN were larger than those classified in other stages, as
well as when evaluated by area and diameter averages. The intensity of the
chronic inflammation and of the fibrous was larger in the cysticerci classified in
EGN and ENC. The intensity necrosis, calcification and of the eosinophils
presence were larger in the cysticerci classified in ENC stage. The PCR was
applied using species-specific primers for the amplification of fragments of the
gene LSU rRNA of Cysticercus bovis and Cysticercus cellulosae. The results
revealed that, the PCR can be applied in the species-specific identification of
cysticerci classified in different stages of the host-parasite interaction and that the
positive reactions are significantly more frequent (p <0,05) among the cysticerci
classified as Vesicular Stage (EV) and Colloidal Vesicular Stage (EVC) type in
comparison as Granular Nodular Stage (EGN) and the negative PCR results are
significantly more frequent (p<0,05) among for the cysticerci located in hearts
classified under EGN type as compared with the cysticerci obtained from the
mastigatory muscles and classified in this same stage.

Palavras-chave: Cysticercosis; Cysticercus bovis; Taenia saginata; Cysticercus
cellulosae; Taenia solium; Polymerase.



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

Aristoteles em “Historia Animalium” (384 — 322 a.C.) foi quem primeiro
fez referéncia a uma doenca em suinos caracterizada por formacdes cisticas
comparaveis a pedras de granizo (CORTES, 2000b). Todavia, o primeiro
diagnostico parasitoldgico da cisticercose ocorreu somente quando Malpighi, em
1697, verificou que o cisticerco continha um “verme” (SILVA, 2005).

A partir do século XVIII varias descobertas se sucederam e duas ténias
que parasitam humanos foram definitivamente distinguidas como espécies
quando Linnaeus em 1758 descreveu a Taenia solium e Goeze em 1782 a Taenia
saginata. Em seguida, Wermer em 1786 e Goeze em 1789 verificaram que as
formas larvares encontradas no suino e no homem eram idénticas, sendo que a
denominagao Cysticercus foi criada por Zeder em 1800 (PESSOA & MARTINS,
1982; NEVES, 1990). Entretanto, o elo epidemioldgico existente entre a teniase e
a cisticercose s6 foi esclarecido apds os experimentos de Levckart em 1861,
Oliver em 1869 (CORTES, 2000a), Redonnadie Duda em 1877 (BACIGALUPO &
BACIGALUPO, 1956) e Kichenmeister em 1885 (PESSOA & MARTINS, 1982;
NEVES, 1990), que provocaram infeccdes no homem e nos animais,
demonstrando que os cisticercos quando ingeridos pelos homens, davam origem
as ténias nos mesmos, e quando os ovos das ténias eram ingeridos por homens
ou por animais, davam origem a cisticercose nos homens e nos animais.

Como uma zoonose classica e com distribuicdo cosmopolita, o complexo
epidemioldgico teniase-cisticercose constitui importante problema de saude
publica, e apesar de ser considerado como uma doenga potencialmente
erradicavel continua, na atualidade, causando danos a saude, principalmente nos
paises em desenvolvimento, mantendo-se em areas de alta prevaléncia na india,
na Africa, no México, nas Américas Central e do Sul e em regides consideradas
endémicas como: Coréia do Norte, China, Indonésia, Sudeste da Asia e na
Europa Oriental (CARPIO, 2002; WHO, 2002 CDC, 2003).

Entre os causadores de teniase nos homens, a Taenia saginata € o
parasito mais difundido (CDC, 2003). Atualmente, acredita-se que existam 77

milhdes de pessoas parasitadas por Taenia saginata no mundo, das quais, 32
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milhdes na Africa, 11 milhdes na Asia, dois milhdes na América do Sul e um
milhdo na América do Norte (SILVA, 2005).

O Brasil possui o maior rebanho comercial bovino do mundo, estimado
em mais de 160 milhdes de cabecas que, em 2005, produziu mais de sete
milhdes de toneladas de carne (equivalente carcaga), ocupando assim o primeiro
lugar no mundo, gerando mais de 2,9 bilhdes de ddlares em exportagdes
(ANUALPEC, 2006).

Os dados relativos a cisticercose bovina no Brasil sdo fornecidos pelo
Servico de Inspecao Federal (SIF), que os obtém através da inspegao post-
mortem realizada por fiscais federais agropecuarios e seus auxiliares nos animais
abatidos em estabelecimentos de abate credenciados. Por questdes de
exequibilidade, os métodos de inspecao padronizados limitam-se a observagao de
orgaos, musculos e partes das carcagas, considerados como preferenciais na
localizacdo do parasito, e como ainda subsiste no pais o abate clandestino,
acredita-se que a ocorréncia da doenga esteja subestimada (SILVA, 2005;
REZENDE et al., 2006). Mesmo assim, a cisticercose tem sido a patologia mais
freqientemente diagnosticada na inspegdo post-mortem realizada em bovinos
nos estabelecimentos de abate sob Inspecao Federal no Brasil (COSTA, 2003) e
a principal causa de condenagdo de 6rgéos e de partes das carcagas, além da
destinagao ao aproveitamento condicional, causando grandes perdas econdmicas
associadas a producado de alimentos, além de limitar as possibilidades de
comercializagao da carne (FUNDEPEC, 2000). Contudo, UNGAR & GERMANO
(1992), ao revisarem diversos trabalhos, estimaram que a prevaléncia da
cisticercose bovina no Brasil seja da ordem de 0,7 a 5,3%.

O rebanho bovino do Estado de Goias esta estimado em 15,9 milhdes
de cabecas, ocupa a quarta posicado no ranking nacional, que em 2005, Goias
abateu mais de 4,2 milhdes de cabegas de bovinos ficando, em numero de
animais abatidos, com o quarto lugar do pais (ANUALPEC, 2006).

No Estado de Goias, no ano de 2004, a cisticercose foi diagnosticada
pelo SIF em 34.285 carcacas de 2.262.445 animais abatidos afetando, portanto,
1,52% do total de animais abatidos (BRASIL, 2006).

Pode-se afirmar que, a expressiva frequéncia da cisticercose bovina no

Brasil e em Goias, além de significar, evidentemente, a manutengcdo do elo
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epidemioldgico na parasitose humana provocada pela teniase, constitui-se em
uma das principais causas de prejuizos econdmicos tanto para as industrias
frigorificas como para os produtores, seja pela condenagao total ou parcial de
carcacgas, seja pelo aproveitamento condicional, ou seja, pelo desagio imposto ao
produtor, principalmente, porque na fase de abate os animais acumulam todos os
custos de producdo (FORTES, 2000; FUNDEPEC, 2000; FUKUDA, 2003).

Apesar do conhecimento cientifico adquirido desde a Antiglidade sobre o
complexo teniase-cisticercose, os estudos atuais sobre a parasitologia classica
sao relativamente escassos e fragmentados, revelando lacunas no conhecimento
epidemiologico basico e carecendo de esclarecimentos mais aprofundados em
relacdo ao processo de interagao parasito-hospedeiro (MICHALIK, 1995; NEVES,
1995).

A importancia da cisticercose bovina ao ser considerada como o
principal elo epidemioldgico da teniase humana e o prejuizo ocasionado a todos
os participes da cadeia produtiva da carne bovina, fazem necessario o
aprofundamento e a ampliacdo do conhecimento cientifico a respeito desta
zoonose.

Diante destas evidéncias, objetivou-se com o presente trabalho
analisar as caracteristicas macroscépicas e microscopicas dos cisticercos, de
modo a classifica-los em etapas relativas ao processo de interagao parasito-
hospedeiro bovino e verificar a identidade molecular espécie-especifica dos
cisticercos classificados em cada uma das etapas.

Para tanto, esta tese foi subdividida em capitulos: CAPITULO - |
(CONSIDERACOES GERAIS), CAPITULO - Il (ANATOMO-HISTOPATOLOGIA
DE CISTICERCOS DE BOVINOS ABATIDOS EM MATADOURO FRIGORIFICO)
e CAPITULO - lll (IDENTIFICACAO POR PCR DE CISTICERCOS DE BOVINOS
ABATIDOS EM MATADOURO FRIGORIFICO).
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CAPITULO 2 - ANATOMO-HISTOPATOLOGIA DE CISTICERCOS DE
BOVINOS ABATIDOS EM MATADOURO FRIGORIFICO.

RESUMO

A cisticercose bovina & considerada como o principal elo epidemiolégico da
teniase humana provocada pela Taenia saginata e ocasiona grande prejuizo em
toda a cadeia produtiva da carne bovina. Dentro deste contexto, destaca-se a
necessidade de ampliar o conhecimento cientifico sobre o processo de interagao
parasito-hospedeiro bovino. Objetivou-se analisar as alteragcbes anatomo-
histopatolégicas de cisticercos através da observacdo das caracteristicas
macroscopicas e microscopicas de modo a classifica-los em etapas relativas ao
processo de interacdo parasito-hospedeiro bovino. Concluiu-se que, a
sistematizacao classificatéria da cisticercose bovina pode ser definida em etapas
relativas ao processo de interagdo parasito-hospedeiro; que existe
correspondéncia relativa entre a classificacdo macroscopica e a classificacdo
microscopica dos cisticercos, sendo que a correspondéncia acresce
gradativamente a partir dos cisticercos classificados na etapa EV (etapa
Vesicular), para os cisticercos classificados nas etapas EVC (Etapa Vesicular
Coloidal) e EGN (Etapa Granular Nodular), até atingir a maxima correspondéncia
para os cisticercos classificados na etapa ENC (Etapa Nodular Calcificada); que
os cisticercos classificados na etapa EGN foram maiores (p<0,05) do que os
classificados nas outras etapas, tanto quando avaliados pela mediana da area,
quanto pela mediana do diametro; que a intensidade da inflamacgao crénica e da
fibrose foi maior (p<0,05) nos cisticercos classificados nas etapas EGN e ENC e
que a intensidade da necrose, da calcificagdo e da presenca de eosindfilos foi
maior (p<0,05) nos cisticercos classificados na etapa ENC.

Palavras-chave: Cisticercose Bovina, Cysticercus bovis, Taenia saginata,
Cysticercus cellulosae, Taenia solium, Inspecao de carnes.



CHAPTER 2 — ANATOMICAL-HISTOPATHOLOGY OF CYSTS OF BOVINE
SLAUGHTERED UNDER OFFICIAL INSPECTION.

ABSTRACT

Bovine cysticercosis is known as an epidemiologic link of the human taeniasis
caused by Taenia saginata and it is considered as a burden in the meat production
chain. In this context, it is actually evident the need of increasing scientific
knowledge on the host-parasite relationship. The objective of this study was
analyze the pathological alterations in cysts anatomy through the observation of
the macroscopic and microscopic characteristics in order to classify them in
different stages on the basis of the bovine host-parasite interaction. Results
revealed that, the qualifying systemization of the bovine cysticercosis can be
defined in four relative stages to the process of host-parasite interaction (Vesicular
Stage: EV, Colloidal Vesicular Stage: EVC, Granular Nodular Stage: EGN and
Stage Nodular Calcified: ENC). Also, it was observed an evident correspondence
between the macroscopic and the microscopic classifications and its gradual
increasing starting from the cysticercis classified in EV to the cysticerci classified
in EVC and EGN, until reaching the highest correspondence for the cysticercis
classified in ENC. The cysticerci classified in EGN were larger than those
classified in other stages, as well as when evaluated by area and diameter
averages. The intensity of the chronic inflammation and of the fibrous was larger in
the cysticerci classified in EGN and ENC. The intensity necrosis, calcification and
of the eosinophils presence were larger in the cysticerci classified in ENC stage.

Key words: Bovine cysticercosis, Meat inspection, Cysticercus bovis, Taenia
saginata, Cysticercus cellulosae, Taenia solium.



2.1 INTRODUGCAO

No Brasil, para a realizagdo do diagndstico da cisticercose bovina em
animais abatidos em estabelecimentos sob Inspecdo Federal os médicos
veterinarios, fiscais federais agropecuarios, durante o exame post-mortem
avaliam as caracteristicas morfolégicas macroscopicas dos cisticercos
classificando-os como “vivos” ou como “calcificados”. Este tipo de classificacdo
obedece a procedimentos padronizados de acordo com o artigo 176 do
Regulamento da Inspec¢ao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal -
RIISPOA (BRASIL, 1997).

Evidentemente, o referido padrao de classificacdo dos cisticercos
bovinos ndo se propde a isso e, portanto, ndo abrange todas as fases pelas quais
passam o0s cisticercos durante o processo de interagcdo parasito-hospedeiro.
Todavia, considerando que a denominagéao “cisticerco vivo” reporta-se a condigao
de viabilidade infecciosa do metacestdédeo, e que a denominagao “cisticerco
calcificado” refere-se a sua incapacidade infecciosa, fica patente a existéncia de
outras etapas intermediarias (BIONDI et al., 2000). Portanto, antes que os
cisticercos estejam completamente calcificados, eles invariavelmente, passaram
por fases ou etapas intermediarias, mesmo porque, a calcificacdo do cisticerco
decorre de um processo patologico definido na literatura como “calcificagéo
distrofica”, que pode ocorrer nos tecidos quando estes sdao submetidos a
quaisquer tipos de lesdo inflamatéria degenerativa ou necrotica e que,
geralmente, constitui-se na modalidade de cura das infec¢des parasitarias que
cursam com processo inflamatério crénico (PEREIRA, 1987).

No entanto, ndo foram encontrados trabalhos que descrevessem as
caracteristicas macroscoépicas e microscépicas dos cisticercos bovinos ou que os
classificassem, de forma sistematizada, de acordo com etapas relativas ao
processo de interagao parasito-hospedeiro bovino.

Entretanto, na literatura cientifica que trata da cisticercose humana:
ESCOBAR-IZQUIERDO (1988), PITTELLA (1997), DEL BRUTTO (1999), LINO
JUNIOR et al. (2002) e da cisticercose suina: ALVAREZ et al. (2002), LONDONO
et al. (2002), através da observacdo ou ndo de alteragdes histopatologicas

decorridas do processo de interagdo parasito-hospedeiro e em fungéo da
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intensidade destas alteragbes, que sao evidenciadas macroscopica e/ou
microscopicamente, classificaram os cisticercos em quatro etapas distintas: Etapa
Vesicular (EV), Etapa Vesicular Coloidal (EVC), Etapa Granular Nodular (EGN) e
Etapa Nodular Calcificada (ENC).

ESCOBAR-IZQUIERDO (1988) e LINO JUNIOR et al. (2002)
classificaram os cisticercos, encontrados em tecidos humanos, em quatro etapas
relativas ao processo de interagdo parasito-hospedeiro (EV, EVC, EGN e ENC) e
utilizaram, respectivamente, os termos: “evolugcdo natural dos cisticercos” e
‘etapas evolutivas” para designarem, como um todo, ao conjunto das etapas
classificatorias.

DEL BRUTTO (1999), também classificou os cisticercos encontrados
em tecidos humanos em quatro etapas (EV, EVC, EGN e ENC) e ao referir-se ao
conjunto das etapas classificatérias, separou a etapa EV do conjunto, por
considera-la como sendo a etapa, na qual os cisticercos sao viaveis e denominou
o conjunto das demais etapas (EVC, EGN e ENC) de “estagios involutivos dos
cisticercos”.

ALVAREZ et al. (2002) e LONDONO et al. (2002), apesar de n&o
utilizarem as siglas denominativas: EV, EVC, EGN e ENC, classificaram os
cisticercos encontrados em tecidos suinos em quatro estagios do processo de
interagdo parasito-hospedeiro (estagios: I, I, lll e IV), cujas caracteristicas
descritas pelos referidos autores, correspondem as descritas pelos demais
autores citados anteriormente, quando classificaram os cisticercos encontrados
em tecidos humanos (ESCOBAR-IZQUIERDO, 1988; DEL BRUTTO, 1999; LINO
JUNIOR et al., 2002).

PITTELLA (1997) dividiu os cisticercos encontrados em humanos em
somente trés estagios: “cistico” ou “vesicular”, “necrotico” ou “granular coloidal” e
“nodular fribrocalcificado” e utilizou os termos: “estagios de desenvolvimento e

regressao” para referir-se ao conjunto classificatorio.

2.2 OBJETIVOS

Objetivou-se com o presente trabalho analisar as caracteristicas
macroscopicas € microscopicas dos cisticercos, de modo a classifica-los em

etapas relativas ao processo de interagao parasito-hospedeiro bovino.
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Coleta dos cisticercos e analises anatomo-patoldgicas

Os cisticercos utilizados neste estudo foram coletados durante o exame
de inspecao post mortem realizada em 172 bovinos adultos, provenientes de 55
municipios do Estado de Goias, abatidos em estabelecimento sob Inspegao
Federal (SIF), situado no municipio de Senador Canedo-GO.

As andlises das caracteristicas macroscopicas foram inicialmente,
realizadas no Departamento de Inspecdo Final (DIF) localizado no proprio
estabelecimento, e em seguida, concluidas no Laboratério de Patologia do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal
de Goias (UFG), enquanto parte das analises das caracteristicas microscopicas
foram realizadas no Laboratério de Patologia do IPTSP, e parte no Laboratorio de
Patologia da Escola de Veterinaria, ambos pertencentes a Universidade Federal
de Goias (UFG).

2.3.2 Critérios utilizados para a classificagao anatomo-patolégica

Os cisticercos obtidos de bovinos foram classificados em quatro etapas
relativas ao processo de interagao parasito-hospedeiro bovino: Etapa Vesicular
(EV), Etapa Vesicular Coloidal (EVC), Etapa Granular Nodular (EGN) e Etapa
Nodular Calcificada (ENC), tendo como base os critérios anatomopatologicos pré-
estabelecidos na literatura cientifica por ESCOBAR-IZQUIERDO (1988), DEL
BRUTTO (1999) e LINO JUNIOR et al. (2002) para a classificacéo dos cisticercos
encontrados em humanos e por ALVAREZ et al. (2002) e LONDONO et al. (2002)
para a classificagao de cisticercos encontrados em suinos.

Apods a coleta e a classificacdo inicial nas quatro diferentes etapas do
PIP-HB realizada no DIF, os cisticercos foram transportados ao laboratério de
patologia para que um segundo avaliador, que desconhecia a classificagao
realizada anteriormente pelo primeiro avaliador, reavaliasse as caracteristicas
macroscopicas de cada um deles e somente depois de firmado consenso entre os
avaliadores, a classificagdo era considerada definitiva. Isto possibilitou maior

acuracia na classificacdo macroscopica.
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Para denominar o conjunto das etapas classificatdrias optou-se no
presente trabalho por empregar a expressao: Etapas do Processo de Interagdo
Parasito-Hospedeiro Bovino que, por motivo de ordem pratica, foi abreviada para:
etapas do PIP-HB ou, simplesmente, etapas do PIP-H quando se fez referéncia
ao processo de interagao existente entre os parasitos que provocam cisticercose

em varios outros hospedeiros, inclusive nos bovinos.

2.3.3 Classificagdo macroscopica dos cisticercos

Foram classificados 43 cisticercos para cada uma das quatro etapas
classificatérias relativas ao PIP-HB (43 cisticercos na EV, 43 na EVC, 43 na EGN
e 43 na ENC), totalizando ao final 172 cisticercos.

Os cisticercos foram classificados na etapa EV quando se observava a
presenca de membrana vesicular transparente contendo liquido translucido, e o
metacestédeo de coloracdo esbranquigada, invaginado em seu interior, com a
integridade, aparentemente, ilesa.

Os cisticercos foram classificados na etapa EVC quando se verificava a
presenca de membrana vesicular mais espessa contendo liquido turvo ou
fracamente gelatinoso e 0 metacestddeo, devido a coloragao alterada, aparentava
estar com a integridade comprometida.

Os cisticercos foram classificados na etapa EGN quando a vesicula
cisticercética continha substancia de aspecto caseoso e o metacestédeo nao foi
mais integralmente evidenciado e/ou havia sido transformado em um pequeno
granulo no centro da leséo.

Os cisticercos foram classificados na etapa ENC quando a lesao
cisticercdtica consistia em um noédulo compacto, quando, ao tato ou ao corte,
percebia-se no seu conteudo a presenga de fragmentos disformes ou nédulo de
textura mineralizada e quando nenhum vestigio dos constituintes do

metacestddeo podia mais ser visualizado.

2.3.4 Preparacao dos cisticercos para as analises microscopicas

Os cisticercos foram depositados em recipientes previamente

identificados contendo solugdo de formaldeido a 10% para fixagdo dos tecidos.
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Posteriormente, foram desidratados em solugdes crescentes de alcoois;
diafanizados em xilol; incluidos em parafina, e em seguida, confeccionados os
blocos. Subsequentemente, foi realizada a microtomia para a obtencdo de
fragmentos de 6um de espessura. Os fragmentos obtidos foram capturados em
laminas de vidro, e em seguida, corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina
(HE) ou, quando necessario, utilizou-se também, a técnica histoquimica de Picro-
Sirius para a identificacdo de fibrose; Acido Periddico de Schiff (PAS) para
identificacdo de depdsito de radicais glicidicos; von Kossa para identificacdo de
depdsito de sais de calcio; Vermelho Congo para identificagdo de beta-fibrilose e
Giemsa para identificagcao de células presentes nos tecidos do hospedeiro e/ou do
parasito (LUNA, 1968).

2.3.5 Classificagdao microscépica dos cisticercos

Apods a classificagdo macroscopica e o processamento do material, os
cisticercos foram observados a microscopia e em fungao da qualidade histolégica
obtida, foram selecionadas |adminas de microscopia correspondentes a 86
cisticercos. Desta forma, e de acordo com a analise das -caracteristicas
microscopicas, 12 (13,95%) cisticercos foram classificados na etapa EV; 21
(24,42%) na etapa EVC; 29 (33,72%) na EGN e 24 (27,91%) na ENC.

Os cisticercos foram classificados na etapa EV quando se observou
que as areas de tegumento do parasito estavam histologicamente intactas,
admitindo-se a presenga de infiltrado inflamatério nos tecidos do hospedeiro,
circunvizinhos a lesao cisticercética.

Os cisticercos foram classificados na etapa EVC quando se
evidenciava alteragdes no tegumento, a presenca de células componentes do
infiltrado inflamatdrio (linfocitos, neutrofilos, mondcitos, além de fibroblastos e
fibras colagenas) no interior da vesicula cistica e o metacestédeo com sinais de
degeneracao hialina.

Os cisticercos foram classificados na etapa EGN quando se verificou
que a vesicula cistica havia sido totalmente invadida pelo infiltrado inflamatério e
0 metacestédeo havia sido atingido pela acdo dos leucdcitos, evidenciando-se

somente restos estruturais do parasito.
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Os cisticercos foram classificados na etapa ENC quando nao foi
possivel observar as estruturas da vesicula cistica e do metacestédeo, que
haviam sido transformadas em um nodulo sélido, mineralizado, rodeado
totalmente por tecido conjuntivo denso nao modelado.

As alteracbes patoldgicas microscoépicas relativas a inflamacao, a
presenca de eosindfilos, a necrose, a fibrose e a calcificagdo, foram registradas
conforme foram avaliadas quanto a auséncia, presenca e intensidade, das
mesmas, nas lesdes cisticercoticas. Sendo que, a intensidade foi avaliada
segundo o seguinte critério: 0 (zero) ou ausente, quando determinada alteracao
nao foi observada; 1 (um) ou discreta, quando houve comprometimento de até
25% da area observada; 2 (dois) ou moderada, quando a area observada havia
sido comprometida de 26% a 50% e 3 (trés) ou acentuada, quando o
comprometimento da area observada era estimado em mais de 50%.

A observagao das laminas foi realizada de forma aleatéria, sempre
pelos mesmos observadores e sem que se soubesse em qual etapa o cisticerco,
que no momento era evidenciado na lamina, havia sido classificado segundo a
analise das caracteristicas macroscopicas. Este procedimento, além de garantir a
isencao de viés metodologico, permitiu a avaliagdo comparativa da eficacia da
classificagdo macroscopica dos cisticercos, nas quatro diferentes etapas do PIP-
HB, em relacdo a classificacdo, dos mesmos cisticercos, nas mesmas etapas,

segundo a analise das caracteristicas microscopicas.

2.3.6 Morfometria macroscoépica dos cisticercos

Os cisticercos foram fotografados com camara digital (marca Sony,
modelo: P85) e, através do programa Axiovision (Zeiss), foram mensuradas
quanto a area (mm? e quanto ao didmetro (mm), possibilitando assim, a
comparagao destes valores entre os cisticercos classificados nas quatro
diferentes etapas do PIP-HB.

2.3.7 Analises estatisticas

Inicialmente, para a execucdo das analises estatisticas foi elaborado

um banco de dados eletrbnico. Em seguida, as variaveis foram testadas para
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verificar a distribuicdo normal, através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Na
avaliacdo da frequéncia mediana da area e do didmetro dos cisticercos foi
utilizado o programa Sigma Stat 2.03, através do qual, foi aplicado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Walis, seguido do teste de Dunn (SAMPAIO, 1998).
Através do mesmo programa e dos mesmos testes estatisticos, foi avaliada a
intensidade mediana dos processos patologicos gerais sobre os cisticercos
classificados nas diferentes etapas do PIP-HB. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando a probabilidade de rejeicédo da hipotese de

nulidade foi menor ou igual a 5% (p<0,05).

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Quantidade e localizagao dos cisticercos

Entre os 172 bovinos, nos quais foram coletados cisticercos, 157
(91,28%) foram considerados monocisticercoticos (FIGURA 1). Este resultado
estd em acordo com a afirmagdo de FUKUDA et al. (1998) de que, na maioria dos
casos, a cisticercose apresenta-se sob a forma de infeccao “leve”. No entanto, o
percentual encontrado foi inferior ao declarado por SANTOS (1987), que também
seguiu a rotina do SIF na coleta dos cisticercos, e constatou que 96,4% dos
bovinos abatidos eram considerados monocisticercoticos. Todavia, a deteccéo de
somente um cisticerco, na maioria dos animais inspecionados, nao significa que
0s mesmos nao possam estar infectados por mais cisticercos que,
ocasionalmente, seriam detectados se o exame post mortem fosse praticado de
forma mais abrangente e detalhada (WALTHER & KOSKE, 1980; MINOZZO et
al., 2002; COSTA, 2003; NUNES, 2004).
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FIGURA 1. Quantidade de cisticercos detectados nos bovinos inspecior ados.

Dos cisticercos coletados 48,26% (83/172) estavam localizados: nos
musculos da mastigagéo; 44,77% (77/172) no coragao; 2,91% (5/172) no figado;
1,74% (3/172) no esdfago; 1,16% (2/172) no pilar do diafragma e 1,16% (2/172)
na lingua. Estes resultados assemelham-se aos dados relatados por MANHOSO
(1996), FERNANDES & BUZETTI (2001), MOREIRA et al. (2001), ALMEIDA et al.
(2002), MOREIRA et al. (2002) e RESENDE et al. (2006), os quais, também
encontraram acima de 90% dos cisticercos localizados nos musculos da
mastigacao e no coracao dos bovinos inspecionados. Entretanto, a freqtiéncia dos
cisticercos localizados nestas regides anatdbmicas difere do que foi relatado por
WALTHER & KOSKE (1980), que examinou bovinos naturalmente infectados,
como também, do que foi relatado por MINOZZO et al. (2002) e NUNES, 2004,
que submeteram bovinos a infecgdo experimental, pois que, os referidos autores,
apos abaterem os animais, realizaram inspe¢do mais rigorosa em partes das
carcacgas, através do fatiamento de 6rgédos e de outras massas musculares n&o
incluidas na rotina da inspecao federal e constataram que os cisticercos, apesar
de estarem presentes com relativa freqiiéncia nos musculos da mastigagao e nos
coragdes das carcagas, eles foram mais frequentemente encontrados na

musculatura esquelética dos membros toracicos e pélvicos.
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2.4.2 Caracteristicas macroscopicas dos cisticercos

As caracteristicas macroscépicas observadas nos cisticercos

classificados nas etapas: EV, EVC, EGN e ENC encontram-se descritas e podem

ser visualizadas nas FIGURAS: 2, 3, 4 e 5, respectivamente.

FIGURA 2. Cisticerco classificado a macroscopia na etapa EV, visualiza-se a membrana e o
liquido vesicular transparentes (seta), contendo o metacestédeo de cor
esbranquigada localizado na extremidade inferior da vesicula (cabecga de seta).

FIGURA 3. Cisticerco classificado a macroscopia na etapa EVC, visualiza-se a opacidade do
liquido vesicular (seta) e a coloragdo amarelada do metacestddeo localizado na
extremidade inferior da vesicula cisticercética (cabega de seta).
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FIGURA 4. Cisticerco classificado a macroscopia na etapa EGN, visualiza-se a leséo cisticercotica
circundada por tecido de coloragdo esbranquicada (setas) e com o espago interno
quase que totalmente preenchido por substancia de aspecto caseoso (cabega de
seta).

FIGURA 5. Cisticerco classificado a macroscopia na etapa ENC, visualiza-se a lesdo cisticercotica

circundada por tecido de coloragéo esbranquigada (setas) e com o espacgo interno
totalmente preenchido por estruturas compactas e disformes (cabecga de seta).
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As caracteristicas macroscopicas evidenciadas nos cisticercos
encontrados em bovinos, que foram utilizados neste estudo, assemelharam-se as
descritas para os cisticercos encontrados em humanos, quando estudados por
ESCOBAR-IZQUIERDO (1988), DEL BRUTTO (1999) e LINO JUNIOR et al.
(2002), como também, assemelharam-se as caracteristicas descritas para os
cisticercos encontrados em suinos, estudados por ALVAREZ et al. (2002) e
LONDONO et al. (2002).

Os trabalhos cientificos que tém como tema a cisticercose bovina e que
adotam a metodologia da rotina de inspecao do SIF, geralmente, classificam os
cisticercos apenas como “vivos” e “calcificados”, ou ainda, “viaveis” e “inviaveis”
(FERNANDES & BUZETTI, 2001; MOREIRA et al., 2001; ALMEIDA et al., 2002;
MOREIRA et al., 2002; ALMEIDA et al., 2006 e RESENDE et al., 2006).

Entretanto, MINOZZO et al. (2004), ao submeterem bovinos a infecgao
experimental, verificaram que os cisticercos apresentavam outras fases relativas
ao PIP-HB, além das admitidas pelo SIF, e classificaram os cisticercos
recuperados das carcagas como: “vivos”, “degenerados” e/ou “caseosos”’, e
“calcificados”. Enquanto, MINOZZO et al. (2002), também submetendo bovinos a
infeccdo experimental, classificaram os cisticercos recuperados como: “vivos
imaturos”, “vivos maduros” e “degenerados”, sendo que os denominados como
“‘degenerados”, foram subdivididos em dois tipos: “cheesy” (provavelmente,
devido ao aspecto caseoso do conteudo da lesao cisticercoética) e “calcificados”.
Diante das descricdes relatadas pelos referidos autores, sobre as caracteristicas
macroscopicas dos cisticercos por eles estudados, acreditamos que tanto a
denominagdo “cheesy” ou a simplesmente “caseosos”, correspondam a
classificagao dos cisticercos na etapa EGN, como fora definida e caracterizada no
presente estudo.

Ao passo que, BIONDI et al. (2000), propuseram a execugdo de uma
técnica de evaginagao de metacestdédeos retirados de carcagas bovinas, como
forma de certificar a viabilidade infecciosa dos mesmos, pois observaram que,
dentre os cisticercos classificados como “vivos” pelo SIF, evidenciava-se, devido
as variacbes nas caracteristicas especificas de coloragdo e consisténcia do
conteudo cisticercético, a existéncia de diferentes fases do PIP-HB que, pelas

alteragdes patoldgicas relacionadas as mesmas, poderiam comprometer a
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viabilidade infecciosa dos metacestdédeos. Pelas descricdes das caracteristicas
macroscopicas dos cisticercos relatadas pelos referidos autores pode-se inferir
que os cisticercos que compunham o grupo controle, que era formado por
cisticercos considerados duvidosos quanto a viabilidade infecciosa, poderiam ser
classificados nas etapas EVC e EGN e que, os cisticercos considerados como
“vivos” e/ou “viaveis”, poderiam ser classificados na etapa EV, conforme foram

definidas no presente trabalho.

2.4.3 Caracteristicas microscopicas dos cisticercos

Nos cisticercos classificados na etapa EV, verificou-se que a regiao do
fluido cistico, o metacestédeo com a regido dos ductos, a porgdo cefélica
contendo o rostelo inerme e as ventosas, assim como as membranas cuticular,
celular e reticular, estavam histologicamente preservadas. Todavia, apesar das
estruturas anatdbmicas dos metacestdédeos estarem preservadas, péde-se verificar
que nas lesdes cisticercoticas classificadas nesta etapa, mais precisamente na
regido tecidual do hospedeiro, circunvizinha aos cisticercos, a intensidade da
reacao inflamatdria variou de moderada a acentuada e o infiltrado inflamatdrio
compunha-se, predominantemente, por células mononucleares, sendo que, em

alguns casos, notava-se a presenga de eosindfilos (FIGURAS 6 e 10).
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FIGURA 6. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa EV, observa-se a membrana
cuticular do cisticerco com suas microtriqueas (setas) (40x HE).



FIGURA 7. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa EVC, observa-se no tecido do
hospedeiro, adjacente ao espaco correspondente a leséo cisticercética, a intensa
concentracdo de células do infiltrado inflamatério circundada por fibrose (setas) (5x
HE).

FIGURA 8. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa EGN, observa-se as alteragbes
morfoldgicas evidenciadas no escoélex do metacestddeo (setas), atingindo inclusive a
regido correspondente ao rostelo e as ventosas (cabega de seta) (5x HE).
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FIGURA 9. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa ENC, observa-se a calcificagdo de
todo o cisticerco (cabegas de seta) e a intensa reagéo inflamatéria em todo o tecido
circunvizinho, pertencente ao hospedeiro, com presenga de leucdcitos
mononucleares e eosindfilos (40x HE).

FIGURA 10. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa EV, observa-se a densa camada
de fibrose organizada de modo a circundar a lesao cisticercotica, e em volta da
mesma, leucécitos, principalmente, macréfagos, linfocitos e eosindfilos (cabegas de
setas) (40x Giemsa).
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FIGURA 11. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa EVC, observa-se o tecido de

granulagéo na adjacéncia da lesao cisticercotica (setas), caracterizado pela intensa
angiogénese (cabecas de seta) (10x HE).

FIGURA 12. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa EGN, observa-se a pequena
quantidade de radicais glicidicos depositados principalmente na membrana cuticular
(cabecas de seta) demonstrando que os cisticercos classificados na etapa EGN,
apesar das alteracdes sofridas, ainda mantém atividade metabdlica (40x PAS).



FIGURA 13. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa ENC, observa-se a presenga de
beta-fibrilose (de cor verde brilhante vista sob luz polarizada) depositada ao redor
da leséo cisticercotica indicando amiloidose (5x Vermelho Congo).

FIGURA 14. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa EGN, observa-se varias células do
infiltrado inflamatério alteradas pela necrobiose (40x HE).



FIGURA 15. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa EGN, observa-se a deposi¢do de
cristais de calcio (de cor escura), circundando a borda interna da lesao cisticercética
(10x von Kossa).

FIGURA 16. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa ENC, observa-se espessa camada
de fibrose (de cor avermelhada visto sob luz polarizada), disposta entre as fibras
musculares no tecido do hospedeiro (vértice inferior a esquerda) e a lesdo
cisticercotica (vértice superior a direita) (10x Picro Sirius).
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FIGURA 17. Fotomicrografia de cisticerco classificado na etapa ENC, observa-se a presenga de
eosindfilos distribuidos entre as demais células do infiltrado inflamatdrio, inclusive
em processo de degranulagao (cabeca de seta) (100x Giemsa).

Da mesma forma como fora observado no presente estudo, PITTELLA
(1997), ESCOBAR-IZQUIERDO (1988), DEL BRUTTO (1999), ALVAREZ et al.
(2002), LINO JUNIOR et al. (2002) e LONDONO et al. (2002), ao analisarem
cisticercos encontrados em tecidos humanos ou de suinos, verificaram também,
que os eventos relacionados a reacgao inflamatéria podem ter inicio desde a etapa
EV.

Nos cisticercos classificados na etapa EVC, quando observados ao
microscopio, verificou-se a presengca de degeneracdo hialina no escolex do
metacestddeo e na regido correspondente ao fluido cistico. Nos tecidos do
hospedeiro, circunvizinhos aos cisticercos, notavam-se alteragdes decorrentes do
processo inflamatério crénico com predominio de fibrose, células mononucleares,
porém com a presencga de eosinodfilos e neovascularizagao (FIGURAS 7 e 11).

A hialinizagao parcial da membrana vesicular e da larva metacestodica,
em cisticercos classificados na etapa EVC também foi observada por ESCOBAR-
IZQUIERDO (1988) na cisticercose humana, como também, por FLISSER (1987)
na cisticercose suina. Sendo que, FLISSER (1987) considerou o processo
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degenerativo tdo caracteristico de uma das etapas do PIP-H, que usou a
denominagdo “hialinizado” para designar os cisticercos que, de forma
correspondente, pertenceriam a etapa EVC, como caracterizada no presente
estudo. De forma anéloga, a referida autora também considerou que a necrose
seria a alteragao patologica mais caracteristica de outra etapa do PIP-H e usou a
denominagdo “necrosado” para designar os cisticercos que, de forma
correspondente, poderiam pertencer as etapas EGN ou ENC.

Em relacdo aos cisticercos classificados na etapa EGN, quando
observados ao microscopio, verificou-se, freqlientemente, que o infiltrado
inflamatorio havia invadido o conteudo da vesicula cistica, onde somente restos
do parasito puderam ser evidenciados, sendo que, a regido do fluido cistico e o
metacestddeo, quando ja ndo haviam sofrido uma calcificagdo discreta, estavam
alterados pela necrose coagulativa ou caseosa e também pela fibrose, além da
presenca discreta de radicais glicidicos indicando ineficiéncia no metabolismo
larvar (FIGURAS: 8, 12, 14 e 15).

Em relacdo ao que fora observado quanto as caracteristicas
microscopicas dos cisticercos classificados na etapa ENC, verificou-se que a area
correspondente a vesicula cistica evidenciava-se relativamente pequena,
calcificada e fibrosada, no entanto, haviam areas com acentuada presenca de
células inflamatdrias mononucleares e de eosindfilos, que se estendiam ao tecido
do hospedeiro, nas adjacéncias das lesdes cisticercéticas, além de beta-fibrilose
indicando amiloidose (FIGURAS: 9, 13, 16 e 17).

Nos cisticercos classificados nas etapas EGN e ENC, os achados
histopatolégicos de necrose e calcificacdo, também foram observados em
cisticercos classificados nas mesmas etapas do PIP-H por ESCOBAR-
IZQUIERDO (1988), DEL BRUTTO (1999), ALVAREZ et al. (2002), LINO JUNIOR
et al. (2002) e LONDONO et al. (2002) e por outros autores que, apesar de ndo
terem usado o mesmo critério de classificagcdo, descreveram cisticercos com
alteragdes histopatoldgicas semelhantes que foram, portanto, classificados em
etapas correspondentes, porém com denominagdes diversas (PITTELLA, 1997;
COSTA, 2003; MINOZZO et al., 2002; MINOZZO et al., 2004).

A ocorréncia de alteragdes histologicas caracteristicas das inflamagdes

cronicas também foram relacionadas de forma progressiva por ESCOBAR-
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IZQUIERDO (1988), DEL BRUTTO (1999), ALVAREZ et al. (2002), LINO JUNIOR
et al. (2002) e LONDONO et al. (2002). Entretanto, em relagdo a cisticercose
bovina, nado foram encontrados trabalhos que descrevessem, de forma
sistematizada, os processos patoldgicos gerais associados a esta parasitose.

Em relacédo a reacao inflamatdria constatou-se que de forma gradativa
e crescente, na medida em que o PIP-HB tornava-se mais intenso e em que as
etapas classificatérias relativas a este processo também eram definidas, as
modificagdes histolégicas denotadas, principalmente, pela presenca de fibrose e
pela neoformagdo de vasos associada a predominancia de leucdcitos
mononucleares no infiltrado, caracterizaram o processo inflamatério crénico em
todas as lesdes cisticercoticas observadas (FIGURAS: 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15,
16 e 17).

TABELA 1 - Freqliéncia relativa de alteragoes patolégicas em cisticercos

classificados nas quatro etapas do PIP-HB.

ALTERAGOES PATOLOGICAS

ETAPAS ~
DO Inflamacéo  Eosinéfilos Necrose  Fibrose Calcificagio
PIP-HB Croénica
EV 100% 26,27% 0% 100% 0%
EVC 100% 17,24% 6,90% 100% 0%
EGN 100% 11,79% 35,29% 100% 26,47%
ENC 100% 69,23% 61,54% 100% 100%

PIP-HB = Processo de Interagdo Parasito-Hospedeiro Bovino;
EV = Etapa Vesicular; EVC = Etapa Vesicular Coloidal; EGN = Etapa Granular Nodular;
ENC = Etapa Nodular Calcificada
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TABELA 2 - Frequéncia mediana de Intensidade das alteragdes patolégicas

em cisticercos classificados nas quatro etapas do PIP-HB.

ALTERAGOES PATOLOGICAS
ETAPAS

DO In(f;IaAm a¢a0 Eeosindfilos  Necrose Fibrose Calcificagao
rénica
PIP-HB
EV 2 0 0 1 0
EVC 2 0 0 2 0
EGN 3 0 0 3 0
ENC 3 1 1 3 3

PIP-HB = Processo de Interagdo Parasito-Hospedeiro Bovino;

EV = Etapa Vesicular; EVC = Etapa Vesicular Coloidal; EGN = Etapa Granular Nodular;
ENC = Etapa Nodular Calcificada

Valores com * significam que diferem estatisticamente (p < 0,05).

Nado obstante a inflamagao cronica ter sido observada em todos os
cisticercos analisados, a intensidade desta alteragcédo patoldgica, quando avaliada
semiquantitativamente, foi considerada moderada nos cisticercos classificados na
etapa EV e com intensidade acentuada nos cisticercos classificados nas etapas
EVC, EGN e ENC. Entretanto, ao comparar-se a frequéncia mediana de
intensidade desta alteragdo patologica nos cisticercos classificados nas quatro
diferentes EPIP-HB, constatou-se que a intensidade da inflamagéo crénica foi
maior (p<0,05) somente nos cisticercos classificados nas etapas EGN e ENC
(TABELAS 1 e 2).

Os eosindfilos foram observados em cisticercos analisados de todas as
etapas classificatorias, porém com maior frequéncia nos cisticercos classificados
nas etapas EV e ENC. Entretanto, ao comparar-se a freqiéncia mediana de

intensidade da presencga desta célula nos cisticercos classificados nas quatro
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diferentes etapas, constatou-se que a intensidade da sua presencga foi maior
(p<0,05) nos cisticercos classificados na etapa ENC (TABELAS 1 e 2).

Com excecdo dos cisticercos classificados na etapa EV, a necrose
estava presente de forma crescente nos cisticercos classificados nas outras trés
etapas (EVC, EGN e ENC). Entretanto, ao considerar-se a frequéncia mediana de
intensidade desta alteragdo patoldgica, verificou-se que a intensidade da sua
presenga foi maior (p<0,05) somente nos cisticercos classificados na etapa ENC
(TABELAS 1 e 2).

A fibrose também foi observada em todos os cisticercos analisados no
presente estudo, mas com intensidade discreta nos cisticercos classificados na
etapa EV, intensidade moderada nos cisticercos classificados nas etapas EVC e
intensidade acentuada nos classificados nas etapas EGN e ENC. Assim, ao
comparar-se a freqiiéncia mediana de intensidade desta alteragao patolégica nos
cisticercos classificados nas quatro diferentes etapas, constatou-se que a
intensidade da sua presencga foi maior (p<0,05) nos cisticercos classificados nas
etapas EGN e ENC (TABELA 1 e 2).

A calcificagao foi observada nos cisticercos classificados nas etapas
EGN e ENC, sendo que a intensidade desta alteragao patoldgica foi observada de
forma acentuada nos cisticercos classificados na etapa ENC e ao considerar-se a
frequéncia mediana de intensidade desta alteragao patoldgica, constatou-se que a
intensidade da sua presencga foi maior (p<0,05) nos cisticercos classificados na
etapa ENC (TABELAS 1 e 2).

A presengca marcante dos elementos que caracterizam uma reagao
inflamatdria crénica nos cisticercos classificados em todas as etapas, e até
mesmo, nos cisticercos classificados na EV, pode ser devida ao fato dos
cisticercos terem sido coletados em bovinos provenientes de um frigorifico que
penaliza o produtor com desagio (30%) aplicado ao valor a ser pago pelos
animais, nos quais, a “cisticercose viva” tenha sido diagnosticada. Isto leva os
produtores a aplicarem periodicamente, nos animais de regides endémicas e/ou
epidémicas, drogas antihelminticas que tém acao sobre as larvas de cestddeos.
Assim, o albendazol tem sido um dos anti-helminticos (grupo farmacoldgico dos

benzimidazois) utilizados no controle da cisticercose suina (GONZALEZ et al.,
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1995) como da cisticercose bovina (LOOYD et al.,, 1978; VIEIRA, 1999;
BARBOSA et al., 2003; NUNES, 2004).

De acordo com FLISSER et al. (1990), a agdo do praziquantel (outro
antiparasitario do grupo dos benzimidazois) interfere na qualidade e/ou na
intensidade da resposta inflamatéria. Segundo ESCOBEDO (1988), os derivados
de benzimidazois exercem seu efeito ao bloquear a captagdo de glicose pelo
parasito, levando-o, gradativamente, a morte por insuficiéncia metabdlico-
energética. Desde que o parasito tenha sido fatalmente paralisado, logicamente,
seriam paralisados também os mecanismos de resisténcia e de fuga ao seu
reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro (WHITE et al., 1997). Desta
forma, a morte repentina do parasito, conseqlientemente, permitiria a exposi¢ao
de grande quantidade de antigenos que intensificariam a propria reagéo
inflamatdéria promovendo, entretanto, uma resolugédo relativamente rapida do
processo infeccioso (GARCIA-DOMINGUEZ et al., 1991).

Os resultados obtidos quanto a maior frequéncia da presenca de
eosinofilos, principalmente nos cisticercos classificados nas etapas EV e ENC,
estdo em acordo com o que fora observado em cisticercos encontrados em
tecidos suinos por ALVAREZ et al. (2002) e LONDONO et al. (2002). No entanto,
diferem do que fora descrito por COSTA (2003) em relagdo a intensidade da
presenca de eosindfilos nos cisticercos isolados de coragcbes bovinos e
classificados em uma etapa do PIP-HB (“cisticercos degenerados”)
correspondente as etapas EGN e ENC, pois, a referida autora, considerou que a
presenca dos eosindfilos nas lesdes cisticercoticas foi variavel, sendo
predominantemente escassos.

ALVAREZ et al. (2002), ao compararem as caracteristicas das reagdes
imunes dos hospedeiros suinos em relacdo a dos hospedeiros humanos em
resposta a infeccao cisticercotica provocada por C. cellulosae, constataram que a
intensidade da presenga de eosindfilos nas lesdes cisticercoticas suinas foi maior
que nas lesdes cisticercoticas humanas e concluiram que, entre outros fatores, a
presenca mais intensa de eosindfilos seria devido ao fato dos suinos reagirem
mais precocemente a infecg¢ao cisticercética em relagao a reagdo dos humanos.

MINOZZO et al. (2004), ao submeterem bovinos a infecgéo

experimental e quantificarem, através do ELISA, os anticorpos contra T. saginata,
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verificaram que apos 15 dias da infeccado ja era percebido uma reatividade de
média intensidade no soro de alguns animais, sendo que, no inicio do
experimento, os soros dos mesmos animais haviam sido analisados com
resultados negativos. Os referidos autores concluiram entdo que a resposta a
dose desafio foi tdo rapida devido ao fato de que, provavelmente, os animais
tivessem anteriormente entrado em contato com outros antigenos que
provocariam reacao cruzada.

Deve-se esclarecer que, no presente estudo, os bovinos nos quais 0s
cisticercos foram coletados tinham trés anos ou mais de idade e provinham de
diversos municipios do Estado de Goias, sendo que, de acordo com a
Organizagdo Mundial de Saude (WHO), varios destes municipios poderiam ser
considerados como microrregides endémicas para cisticercose, pois superam a
taxa de 5% que fora estipulada pela referida instituicdo como limiar minimo para
que a incidéncia desta infecgao atinja o nivel de endemicidade (BRASIL, 2006;
WHO, 2002). Por conseguinte, acredita-se que em grande parte dos animais, nos
quais os cisticercos foram coletados, ja poderia haver sofrido anteriormente outras
infecgbes cisticercoticas, como poderiam também ja ter tido contato com outros
imunégenos capazes de desencadear reagdo cruzada em resposta a infecgao
cisticercética. Isto lhes permitiria, portanto, que a deflagragdo da reagéo
imunoldgica fosse rapida e efetiva, como afirmou MINOZZO et al. (2004).

A presenca da calcificagdo nos cisticercos classificados nas etapas
EGN e ENC esta em conformidade com o que fora relatado por PITTELLA (1997),
ESCOBAR-IZQUIERDO (1988), DEL BRUTTO (1999) em relagdo a cisticercos
isolados de tecidos humanos e por ALVAREZ et al. (2002) e por LONDONO et al.
(2002) em relagao a cisticercos isolados de tecidos suinos, quando classificados
nas mesmas etapas classificatorias, como também, por COSTA (2003) em
relagdo a cisticercos isolados de coragdes bovinos e classificados em etapa
correspondente as EGN e ENC.

A necrose, a fibrose e a calcificagdo fazem parte dos fenbémenos
degenerativos-necroticos e produtivos-reparativos e estdo presentes no processo
inflamatorio crénico desde as primeiras manifestagbes reativas ao agente
agressor até as ultimas, quando o organismo busca reparar os danos teciduais
causados (BOGLIOLO & PEREIRA, 1987). Portanto, estas alteracbes patologicas
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foram denotadas por todos os pesquisadores que observaram as caracteristicas
microscopicas dos cisticercos, seja em tecidos de humanos (PITTELLA, 1997,
ESCOBAR-IZQUIERDO, 1988; DEL BRUTTO, 1999), de suinos (ALVAREZ et al.,
2002 e LONDONO et al., 2002) ou de bovinos (COSTA, 2003). Entretanto, os
referidos autores, apesar de relatarem a presenca destas alteragcdes patoldgicas
nos cisticercos por eles observados, ndo Ihe quantificaram a intensidade.

LINO JUNIOR et al. (2002), ao observarem cisticercos encontrados no
encéfalo e em coragdes humanos, registraram de forma semiquantitativa a
intensidade destas alteragdes patolégicas em cada uma das etapas do PIP-H
(EV, EVC, EGN e ENC). Em relagé&o a necrose e a fibrose, os referidos autores
observaram que a presenca destas alteragdes patoldgicas foi observada com
maior intensidade nas etapas EGN e ENC estando, portanto, de acordo com o
que também se observou no presente estudo. Entretanto, em relagdo a
calcificagcao, os referidos autores, relataram que esta alteragao patoldgica estava
presente, com intensidade discreta, inclusive nos cisticercos classificados nas
etapas EV e EVC, sendo que, no presente estudo a calcificagao foi evidenciada

somente nos cisticercos classificados nas etapas EGN e ENC.

2.4.4 Correspondéncia entre a classificagdo macroscopica e a microscoépica

LINO JUNIOR et al. (2002), analisaram as caracteristicas
histopatolégicas de cisticercos encontrados em encéfalos e coragdes humanos e
demonstraram que € possivel confrontar os aspectos macroscopicos aos
microscopicos de cisticercos classificados em cada uma das etapas EV, EVC,
EGN e ENC, concluindo que existe correspondéncia classificatoria entre
cisticercos de uma mesma etapa, tanto na dimensao macro quanto microscoépica.

No presente estudo, tendo como referéncia a maior precisdo da
observacao microscopica foi possivel verificar a correspondéncia relativa da
classificagdo macroscopica dos cisticercos frente a classificagdo microscoépica
(FIGURA 18).
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Clas. Mac.: Classificagdo Macroscopica, Clas. Mic.: Classificagao Microscopica,
EV: Etapa Vesicular, EVC: Etapa Vesicular Coloidal, EGN: Etapa Granular Nodular,
ENC: Etapa Nodular Calcificada.

FIGURA 18. Correspondéncia relativa entre a classificagdo dos cisticercos através da analise das
caracteristicas macroscopicas e a classificacdo através da andlise das

caracteristicas microscopicas.

Houve correspondéncia entre as etapas na distribuicao das frequéncias
calculadas entre a classificacdo dos cisticercos analisados através da dimenséao

macroscopica em relagado aos classificados através da dimens&o microscopica.
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Constatou-se que a correspondéncia classificatoria entre os cisticercos
classificados nas mesmas etapas do PIP-H-B foi relativamente menor para os
cisticercos classificados na EV (57%), com tendéncia a aumentar,
gradativamente, na medida em que se observa a correspondéncia nos cisticercos
classificados nas demais etapas (Figura 18).

Considerando a possibilidade de aplicacdo da classificacdo dos
cisticercos em quatro etapas do PIP-H-B como uma metodologia a ser utilizada
durante o diagndstico post-mortem realizado em bovinos abatidos sob inspegéo
sanitaria, pode-se inferir que a precisdo da classificagdo macroscopica permite
prever que todos os cisticercos que foram classificados nas etapas ENC e EGN
sao, provavelmente, destituidos de viabilidade infecciosa, pois tém as estruturas
morfolégicas completamente comprometidas, como foi verificado através da
observagdo microscoépica, pois que, apesar da degeneragao ser um fenbmeno
reversivel, a morte celular e a calcificagcdo nao sao. Esta inferéncia nao excluiria
nem mesmo a pequena porcentagem dos cisticercos que foram classificados na
etapa EGN (3,13%), mas que a microscopia revelaram pertencer a etapa EVC,
pois de acordo com os resultados obtidos por BIONDI et al. (2000), nenhum dos
cisticercos considerados, pelos referidos autores, como de aspecto duvidoso
quanto a viabilidade devido a variagbes na coloragdo da vesicula cistica (que
seriam, provavelmente, classificados no estudo atual como pertencentes as
etapas EVC e/ou EGN), conseguiram demonstrar sinais de viabilidade quando
submetidos ao teste de evaginacdo. No entanto, 0 mesmo nao se pode afirmar
quanto aos cisticercos classificados, macroscopicamente, na etapa EVC, pois 8%
deles, quando observados a microscopia, revelaram pertencer a etapa EV, sendo,
portanto, provavelmente dotados de viabilidade (Figura 18).

Entretanto, como o teste evaginacdo e a observacdo microscopica dos
cisticercos nao fazem parte da rotina de inspecdo do SIF, pois ndo seriam
executaveis na presteza que se faz necessaria durante o exame post-mortem,
estes resultados reforcam a atitude prudente dos médicos veterinarios e fiscais
sanitarios do SIF que consideram como vivos todos os cisticercos nos quais séao
observados aspectos duvidosos em relagao a viabilidade infecciosa dos mesmos.
Mesmo porque, a infec¢do cisticercética pode ser decorrente de momentos

distintos da ingestdo de ovos de ténia ou de progressao diferenciada das lesdes
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apos uma unica contaminacao. De uma forma ou de outra, fariam com que, em
partes da carcaga ou em orgaos de um mesmo animal, possam ser encontrados
cisticercos em diferentes etapas do PIP-HB (GUSSO et al., 2000; COSTA, 2003;
MINOZZO et al., 2002; MINOZZO et al., 2004 e NUNES, 2004).

Os trabalhos constantes na literatura cientifica, que discorrem sobre as
caracteristicas morfolégicas dos cisticercos encontrados em bovinos, limitam-se a
descricdo das caracteristicas macroscopicas e raramente as caracteristicas
microscopicas sao observadas, e mais raramente ainda, os aspectos
macroscopicos e microscopicos sao relacionados e agrupados em fungao da
sistematizacao classificatéria dos cisticercos em etapas relativas ao PIP-HB.

Todavia, COSTA (2003), ao observar macro e microscopicamente as
lesdes inflamatérias decorrentes da infeccdo cisticercética em coracbes de
bovinos, verificou que algumas lesdes cisticercéticas haviam sido
macroscopicamente, classificadas como “cisticercos integros” (classificagao,
provavelmente, correspondente a etapa EV), mas ao serem observadas a
microscopia, revelaram ser “cisticercos degenerados” (classificagao,
provavelmente, correspondente as etapas EVC ou EGN ou ENC).

Dos cisticercos classificados, macroscopicamente, na etapa EV
38,10% revelaram, a microscopia, como pertencentes as etapas a etapa EVC e
4,76% a etapa EGN (FIGURA 18). Somando estes valores verifica-se que, em um
percentual significativo (42,86%) dos cisticercos que foram diagnosticados como
“vivos” ou “integros”, a viabilidade infecciosa dos mesmos poderia estar
comprometida pelas alteragdes histopatoldgicas decorrentes do PIP-H, conforme
também fora observado por COSTA (2003) e por BIONDI et al. (2000). Ao
analisar estes resultados constata-se que, quando observados a macroscopia, a
integridade dos metacestédeos e provavelmente a viabilidade infecciosa dos

cisticercos ndo podem ser definidas de forma decisiva.

2.4.5 Morfometria macroscopica dos cisticercos

Através de registros fotograficos da morfologia macroscopica, 112
cisticercos classificados nas quatro diferentes etapas do PIP-HB, foram

mensurados e alcangcaram 6,54 mm? na mediana da area e 4,66 mm na mediana
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do diametro. Sendo que, dos 112 cisticercos mensurados, 37 (33%) haviam sido
classificados na etapa EV, medindo 6,54 mm? na mediana da area e 3,12 mm na
mediana do diametro; 30 (26,8%) haviam sido classificados na etapa EVC,
medindo 12,63 mm? na mediana da area e 4,65 mm na mediana do diametro; 21
(18,7%) haviam sido classificados na etapa EGN, medindo 30,06 mm? na
mediana da area e 6,63 mm na mediana do diametro e 24 (21,5%) haviam sido
classificados na etapa ENC, medindo 14,17 mm? na mediana da area e 4,86 mm
na mediana do didmetro. Dentre os cisticercos classificados nas quatro diferentes
etapas do PIP-HB, os classificados na etapa EGN foram maiores (p<0,05) do que
os classificados nas outras etapas, tanto quando avaliados pela mediana da area,
quanto pela mediana do didametro (FIGURA 19).

30,06

EV EGN

A = Areas D = Diametros.

A* e D* = Areas e Diametros com medidas estatisticamente significantes (P<0,05).
EV: Etapa Vesicular, EVC: Etapa Vesicular Coloidal, EGN: Etapa Granular Nodular,
ENC: Etapa Nodular Calcificada.

FIGURA 19. Medianas da area (A) em mm? e do diametro (D) em mm de cisticercos classificados

a macroscopia nas quatro etapas do PIP-HB.
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ESCOBAR-IZQUIERDO (1988), apesar de ter classificado os
cisticercos em quatro etapas do PIP-H, ndo descreve o tamanho dos mesmos
para cada uma das etapas classificatorias, mas relatou que o C. cellulosae
alcancaria nos tecidos de humanos entre 8 a 10 mm de diametro.

AGAPEJEV (2003), baseada em extensa revisao da literatura cientifica
nacional, constatou que o tamanho dos cisticercos encontrados na forma
vesicular em tecidos encefalicos humanos variava de 2 a 20 mm.

SILVA (2005), sem discriminar as espécies de ténia (se T. solium ou T.
saginata), afirmou que, apds quatro meses de infecgao, as larvas contidas nos
cisticercos poderiam atingir até 12 mm de comprimento.

FREITAS (1980) descreve que, em cerca de dez semanas, a vesicula
cisticercética que contém o C. cellulosae teria 10 x 5 mm de dimensé&o, enquanto
a do C. bovis, apos dez a doze semanas, mediria cerca de 7,5 x 6 mm.

REY (1972), sem referir-se especificamente ao C. cellulosae ou ao C.
bovis, atesta que, apos trés meses de infecgéo, o cisticerco poderia atingir 15 mm
de comprimento por 7 a 8 mm de largura e que a forma que os cisticercos
assumem se alongadas, lenticulares ou esféricas, depende do tecido em que
estejam localizados, se no tecido muscular, subcutdneo ou encefalico,
respectivamente.

DEL BRUTTO (1999), apesar de utilizar a classificagéo dos cisticercos
em quatro etapas do PIP-H, ndo discorre sobre as medidas dos mesmos,
separadamente, em cada uma das quatro etapas, no entanto, relata que os
cisticercos encontrados em encéfalos humanos raramente medem mais de 10
mm de didmetro, mas que, em alguns casos, dependendo da localizagdo, podem
alcangar tamanhos maiores do que 50 mm.

A morfometria do cisticerco tem importancia na clinica médica e
cirurgica humana, pois entre outros fatores, relaciona-se ao diagndstico e a
sintomatologia apresentada pelos hospedeiros humanos em fun¢do do tamanho
dos cisticercos, da distensdo e/ou da compressao exercida pelos mesmos nos
tecidos infectados, especialmente, nos casos de neurocisticercose (ESCOBEDO,
1988; TAKAYANAGUI & LEITE, 2001; CAIXETA et al., 2004; DIAS et al., 2004;
LINO JUNIOR et al., 2004).
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Nos animais, em algumas ocorréncias que constam na literatura
cientifica, a infecgao cisticercética ndo tem ocasionado sintomas perceptiveis ao
exame clinico superficial, mesmos nos casos de infeccdo pluricisticercoticas
disseminada por diversos 6rgaos (SILVA et al., 2004) ou, nem mesmo, quando o
encéfalo tenha sido invadido por varios metacestédeos (SANTOS et al., 1978;
SILVA, 2005). Entretanto, mesmo na medicina humana, que dispde de recursos
tecnolégicos mais avangados, principalmente na area da imagenologia, o
diagndstico clinico da neurocisticercose pode nao ser realizado, pois a
neurocisticercose € uma doencga cujas manifestagdes clinicas sdo pleomorficas e
geralmente inespecificas (ESCOBEDO, 1988; TAKAYANAGUI & LEITE, 2001;
CAIXETA et al., 2004; DIAS et al., 2004).

Igualmente, a morfometria dos cisticercos encontrados nos animais,
sobretudo se for relacionada as diferentes etapas do PIP-H, pode ter relevancia
para a clinica médica veterinaria, assim como tem importancia para a inspegao
sanitaria, para a farmacologia, para a epidemiologia e para a imunologia, pois
como foi relatado por PITTELLA (1997), LINO-JUNIOR (2002) e ALVAREZ et al.
(2002), sao os cisticercos classificados nas etapas intermediarias da classificagao
relativa ao PIP-H (EVC e EGN) que sofrem a maior agao da resposta imunoldgica
dos hospedeiros. No presente estudo, estas evidéncias também puderam ser
comprovadas, quando as caracteristicas microscopicas observadas nos
cisticercos classificados na etapa EGN revelaram que o infiltrado inflamatério,
composto principalmente por mononucleares e por eosindfilos, havia invadido o
conteudo da vesicula cistica, onde os restos do parasito, a regido do fluido cistico
e o0 metacestddeo evidenciavam-se alterados pela necrose caseosa ou
coagulativa. Estes processos patologicos denotam o apice da reagao inflamatéria
dentro do PIP-HB e, com efeito, resultam do acumulo de células e de diversas
substancias que exsudaram, migraram e se concentraram no foco inflamatério,
fazendo com que as areas dimensionais dos cisticercos classificados na etapa
EGN aumentassem significativamente (p<0,05) (FIGURA 4).

Em estudos realizados anteriormente, pelo nosso grupo de pesquisa,
foram comparadas as medianas da area e do didmetro de cisticercos
provenientes da musculatura cardiaca de hospedeiros humanos e da musculatura

esquelética de hospedeiros bovinos, sendo que os cisticercos comparados, tanto
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os provenientes de hospedeiros humanos, quanto os de bovinos, haviam sido
classificados na etapa EVC. Desta forma, verificou-se que os cisticercos obtidos
de humanos, mediam 33,75 mm? na mediana da area e 7,82 mm na mediana do
didmetro e foram maiores (p<0,05) que os cisticercos coletados em bovinos, que
mediram 12,63 mm? na mediana da area e 4. 65 mm na mediana do diametro.
Com este resultado, levantou-se as seguintes hipoteses: que as diferengas
morfométricas evidenciadas entre os cisticercos encontrados na musculatura
cardiaca de humanos e na musculatura esquelética de bovinos, quando
classificados na etapa EVC, podem ser atribuidas as caracteristicas morfolégicas
espécies-especificas dos parasitos em questdo (C. cellulosae e C. bovis) e/ou as
reagcdes imunologicas especificas de cada um dos hospedeiros envolvidos e/ou
em decorréncia das diferentes localizagdes anatdomicas dos cisticercos estudados
(musculatura cardiaca ou esquelética) (BORGES et al., 2005).

Consubstanciando a hipotese da influéncia da localizagdo na
morfometria dos cisticercos, ALVAREZ et al. (2002), relataram que cisticercos
encontrados na musculatura cardiaca de suinos e classificados na 3 etapa do
PIP-H (EGN) mediam de 2,8 a 4 vezes mais que os cisticercos classificados na
mesma etapa, porém localizados no encéfalo ou na musculatura esquelética dos
suinos.

Entretanto, no presente estudo, como a maioria dos cisticercos
encontrados localizava-se no grupo dos musculos responsaveis pela mastigagao
ou no musculo cardiaco (Figura 2) foi realizada a comparagdo morfométrica da
area e do didmetro dos cisticercos localizados nas referidas e distintas regides.
Sendo que, dos 107 cisticercos mensurados, 61 (57,01%) estavam localizados
nos musculos da mastigagdo, medindo 15,00 mm? na mediana da area e 5,05 mm
na mediana do didametro; 46 (42,99%) estavam localizados no coragdo, medindo
10,60 mm? na mediana da area e 4,22 mm na mediana do diametro. Apesar das
medianas da area e do didmetro dos cisticercos localizados nos musculos
responsaveis pela mastigagao atingirem valores maiores do que os obtidos com a
mensuracdo das mesmas medidas dos cisticercos localizados no coragao das

carcacgas, a diferenga nos valores ndo alcangou significagédo estatistica (p>0,05).
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2.5 CONCLUSOES

1 - As caracteristicas macroscoépicas e microscopicas dos cisticercos
podem ser interrelacionadas e agrupadas em funcdo da sistematizagao
classificatéria da cisticercose bovina em quatro etapas relativas ao processo de
interacdo parasito-hospedeiro definidas como: Etapa Vesicular (EV), Etapa
Vesicular Coloidal (EVC), Etapa Granular Nodular (EGN) e Etapa Nodular
Calcificada (ENC).

2 - Existe correspondéncia relativa entre a classificacdo macroscopica
e classificagdo microscépica dos cisticercos, sendo que a correspondéncia
acresce gradativamente a partir dos cisticercos classificados na etapa EV, para os
cisticercos classificados na etapa EVC e EGN, até atingir a maxima

correspondéncia para os cisticercos classificados na etapa ENC.

3 - Quando avaliados pela mediana da éarea e pela mediana do
diametro, os cisticercos classificados na etapa EGN sdo maiores do que os

cisticercos classificados nas etapas EV, EVC e ENC.

4 - A intensidade da inflamacédo cronica e da fibrose é maior nos

cisticercos classificados nas etapas EGN e ENC.

5 - A intensidade da necrose, da calcificacdo e da presenca de

eosindfilos € maior nos cisticercos classificados na etapa ENC.
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CAPITULO - 3 - IDENTIFICAGAO POR PCR DE CISTICERCOS DE BOVINOS
ABATIDOS EM MATADOURO FRIGORIFICO.

RESUMO

A cisticercose bovina & considerada como o principal elo epidemiolégico da
teniase humana provocada pela Taenia saginata e ocasiona grande prejuizo em
toda a cadeia produtiva da carne bovina. Dentro deste contexto, destaca-se a
necessidade de ampliar o conhecimento cientifico sobre o processo de interacao
parasito-hospedeiro bovino. Objetivou-se com o presente trabalho, verificar a
identidade molecular espécie-especifica da Taenia saginata através da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) aplicada as amostras de DNA extraidos de
cisticercos isolados de bovinos e analisar os resultados obtidos em fungao da
classificagcdo das lesdes cisticercéticas em diferentes etapas do processo de
interacado parasito-hospedeiro. Concluiu-se que, a PCR pode ser aplicada as
amostras de DNA extraidos de cisticercos classificados em etapas relativas ao
processo de interacido parasito-hospedeiro bovino; que a positividade nos
resultados de PCR foi maior (p<0,05) nas amostras de DNA dos cisticercos
classificados na etapa vesicular (EV) e etapa vesicular coloidal (EVC) em relagéo
a positividade nos resultados de PCR das amostras de DNA dos cisticercos
classificados na etapa granular nodular (EGN) e etapa nodular calcificada (ENC) e
que a negatividade nos resultados de PCR foi maior (p<0,05) nas amostras de
DNA dos cisticercos localizados nos coracdes e classificados na EGN em relagao
a negatividade nos resultados de PCR das amostras dos cisticercos localizados
nos musculos mastigatérios e classificados na mesma etapa classificatéria.

Palavras-chave: Cisticercose bovina, Cysticercus bovis, Taenia saginata,
Cysticercus cellulosae, Taenia solium, Inspecao de carne.



CHAPTER - 3 - PCR IDENTIFICATION OF CISTICERCIS OF BOVINES
SLAUGHTERED IN OFFICIAL ABATTOIRS.

ABSTRACT

Bovine cysticercosis is considered as a burden in the meat production chain. In
this context, it is actually evident the need of increasing scientific knowledge on
the host-parasite relationship. The objective of this study was to verify the species-
specific molecular identity of bovine cysticerci by the polymerase chain reaction
(PCR) comparing the results among lesions of four different degrees as
determined on the basis of the development stage of the host-parasite interaction.
The cysticerci were collected during the post mortem inspection of bovine
slaughtered under official inspection service in the State of Goias. They were,
then, classified in four distinct stages of the host-parasite interaction. The PCR
was applied using species-specific primers for the amplification of fragments of the
gene LSU rRNA of Cysticercus bovis and Cysticercus cellulosae. The results
revealed that, the PCR can be applied in the species-specific identification of
cysticerci classified in different stages of the host-parasite interaction and that the
positive reactions are significantly more frequent (p <0,05) among the cysticerci
classified as Vesicular Stage (EV) and Colloidal Vesicular Stage (EVC) type in
comparison as Granular Nodular Stage (EGN) and the negative PCR results are
significantly more frequent (p<0,05) among for the cysticerci located in hearts
classified under EGN type as compared with the cysticerci obtained from the
mastigatory muscles and classified in this same stage.

Key words: Cysticercosis, Cysticercus bovis, Taenia saginata, Cysticercus
cellulosae, Taenia solium, Polymerase.



3.1 INTRODUGAO

As primeiras técnicas utilizadas no diagndstico parasitologico
fundamentaram-se nas caracteristicas morfolégicas, macro e microscépicas, das
especies de parasitos. No diagndstico da cisticercose animal, o0 método mais
empregado € fundamentado na avaliagdo das caracteristicas macroscopicas dos
metacestddeos. Fatores epidemioldgicos sdo determinantes para a casuistica em
cada regiao considerada, entre estes, as caracteristicas das populagdes das
espécies que potencialmente possam atuar como hospedeiros intermediarios para
cada espécie de ténia considerada (OIE, 2004). Assim, os bovinos foram
considerados os hospedeiros intermediarios “habituais” ou “preferenciais” da
forma larvar de Taenia saginata (Cysticercus bovis) e os suinos da forma larvar
de Taenia solium (Cysticercus cellulosae).

No entanto, a identidade espécie-especifica microscopica dos
metacestddeos depende, fundamentalmente, da preservacdo de suas
caracteristicas morfologicas elementares, ao passo que, a “preferéncia’ das
larvas, em relagcdo aos hospedeiros intermediarios, ndo deve ser admitida de
forma exclusiva, pois ha que se considerar a possibilidade epidemiologica dos
animais domésticos serem infectados por formas larvares do tipo cisticerco,
provenientes de outros taenidideos, que n&o aqueles mais frequentemente
encontrados em seus tecidos (FREITAS, 1980; PESSOA & MARTINS, 1982;
NEVES, 1990; REY, 1991, SANTOS, 1996). Esta possibilidade tem sido
comprovada tanto por infeccbes naturalmente adquiridas por diversas outras
espécies de mamiferos nao “habituais” (PESSOA & MARTINS, 1982; NEVES,
1990; REY, 1991; SILVA, 2004; SILVA, 2005) quanto por infecgdes experimentais
(BLAZEK et al., 1986; FAN et al, 1992; CHUNG et al., 1996), sendo que, em
bovinos, a infeccdo provocada por C. cellulosae foi demonstrada
experimentalmente (GUSSO et al., 2000).

A microscopia de optica (de luz comum) permanece como método de
eleicdo para o diagndstico de parasitos por ser simples, rapida e ndo envolver a
compra e manutencdo de equipamentos e reagentes de custos elevados. No
entanto, varios problemas estdo associados a microscopia enquanto uma

ferramenta de diagndstico parasitoldgico seja porque a morfologia do parasito foi
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alterada em funcédo do processo de interagao parasito-hospedeiro ou porque o
parasito tem morfologia semelhante ao de outra espécie ou porque, devido a
problemas de conservacdo, as amostras sado dificeis de corar e identificar
(SINGH, 1997; GOTTSTEIN et al.,, 1991; MAYTA et al.,, 2000; COSTA, 2003,
MONTERO et al., 2003). Segundo LOGT & GOTTSTEIN (2000) o padrao de
exceléncia no diagndstico especifico da cisticercose bovina precisa ser
reavaliado, pois o exame histolégico pode conduzir a diagndsticos incorretos.

No Brasil, o diagnéstico post mortem da cisticercose em animais
abatidos nos frigorificos cadastrados pelo Servigo de Inspecao Federal (SIF) é de
responsabilidade do Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MAPA) e
regido pelo artigo 176 do Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RISPOA) (BRASIL, 1997). Para a realizagdo do
diagndstico anatomo-patolégico da cisticercose bovina, os veterinarios fiscais
sanitarios, durante o exame post-mortem, examinam 0s animais e avaliam as
caracteristicas morfolégicas macroscopicas dos cisticercos encontrados,
classificando-os como “vivos” ou como “calcificados” (BRASIL, 1997; BIONDI et
al., 2000).

Evidentemente, antes que os cisticercos estejam completamente
calcificados, eles invariavelmente passaram por etapas intermediarias do
processo de interacao parasito-hospedeiro. Estas etapas, de acordo com
caracteristicas anatomo-patolégicas proprias, podem ser distinguidas por analise
macroscopica e/ou pela microscopica, em quatro diferentes etapas: Etapa
Vesicular (EV), Etapa Vesicular Coloidal (EVC), Etapa Granular Nodular (EGN) e
Etapa Nodular Calcificada (ENC), conforme fora previamente estabelecido para
cisticercos encontrados em humanos por ESCOBAR-IZQUIERDO (1988), DEL
BRUTTO (1999), LINO JUNIOR et al. (2002) e em suinos por ALVAREZ et al.
(2002) e LONDONO et al. (2002).

Os descobrimentos de novos conhecimentos na area de biologia
molecular ocorridos nas ultimas décadas, como as descobertas sobre o processo
de renaturacao do acido desoxirribonucléico (DNA), permitiram o desenvolvimento
de métodos baseados na hibridizagcdo. Entre eles, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) tem aplicagdo direta no diagndstico de doengas infecciosas e
parasitarias (SINGH 1997).
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A rapidez e a simplicidade de execugdo sao as grandes vantagens da
técnica de PCR sobre outros métodos convencionais. A técnica € ainda
extremamente precisa e sensivel podendo detectar uma simples molécula de
DNA, quando presente na amostra (ALBERTS et al., 1997).

A técnica de PCR tem sido um dos métodos de diagndstico
empregados na identificagcdo da teniase e da cisticercose, pois prescinde da
manutengcdo da integridade das estruturas morfologicas para identificagdo e
diferenciacdo das espécies de parasitos envolvidos no complexo teniase-
cisticercose (GOTTSTEIN & MOWATT, 1991; GOTTSTEIN et al., 1991; BOWLES
& McMANUS, 1994; THEIS et al., 1996; MERI et al., 1999; GONZALEZ et al.,
2000; LOGT & GOTTSTEIN, 2000; MAYTA et al., 2000; GONZALEZ et al., 2002;
MONTERO et al., 2003; NUNES et al., 2003; GONZALEZ et al, 2004; YAMASAKI
et al., 2004; HARRISON et al., 2005; NUNES et al., 2005; JARDIM et al., 2006;
JEON & EOM, 2006; MACMANUS, 2006; SOMERS et al., 2006).

A Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE) recomenda o emprego
da PCR para a diferenciacdo das espécies de ténias, e considerando a
possibilidade da descoberta de novas espécies em hospedeiros nao habituais,
sugere que a técnica seja também aplicada para identificacdo espécie-especifica
de metacestédeos (OIE, 2004).

No Brasil, a despeito da importancia da cisticercose bovina em saude
publica, como elo epidemiolégico da teniase humana provocada pela T. saginata,
do prejuizo ocasionado em toda a cadeia produtiva da carne bovina (FUKUDA,
2003) e do alerta epidemiolégico suscitado a partir das controvérsias e da falta de
unanimidade no meio cientifico especializado, quanto ao C. cellulosae ser o unico
causador da cisticercose humana (FREITAS, 1980; PESSOA, 1982; REY, 1991;
NEVES, 1990; SANTOS, 1996), como também, quanto ao suino continuar
representando, na atualidade, o papel de principal hospedeiro intermediario da
teniase humana provocada pela T. solium (SANTOS, 1996; GUSSO et al., 2000)
e da possibilidade epidemioldgica dos bovinos intermediarem a transmissao do C.
cellulosae aos humanos (GUSSO et al.,, 2000), nenhum teste de diagndstico
laboratorial faz parte da rotina de inspec¢ao sanitaria, nem mesmo como forma de
monitorar a precisdo e a especificidade dos diagndsticos anatomopatoldgicos
macroscopicos realizados (BRASIL, 1997; BIONDI et al., 2000; COSTA, 2003).
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3.2 OBJETIVOS

Objetivou-se com o presente estudo, verificar a identidade molecular
espéecie-especifica do C. bovis e do C. cellulosae através da técnica de PCR
aplicada as amostras de DNA extraido de cisticercos coletados em bovinos e
analisar os resultados obtidos em fungcdo da classificacdo das lesdes
cisticercéticas em diferentes etapas do processo de interagdo parasito-

hospedeiro.

3.3 MATERIAL E METODOS
3.3.1 Local de coleta e das analises laboratoriais

Os cisticercos utilizados neste estudo foram coletados durante o exame
de inspecado post-mortem executado pelo SIF em 172 bovinos adultos,
provenientes de 55 municipios do Estado de Goias, abatidos em matadouro
frigorifico sob Inspecdo Federal (SIF), localizado no municipio de Senador
Canedo.

As analises das caracteristicas macroscopicas foram inicialmente,
realizadas no Departamento de Inspecdo Final (DIF) localizado no proprio
frigorifico e, em seguida, concluidas no Laboratério de Patologia do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias
(UFG). As andlises das caracteristicas microscopicas foram realizadas no
Laboratério de Patologia do IPTSP, e no Laboratério de Patologia da Escola de
Veterinaria, ambos pertencentes a UFG.

As analises moleculares foram realizadas no Laboratorio de Biologia
Molecular do Centro de Pesquisa em Alimentos (CPA) e parte no Laboratério de
Diagnostico de Doencgas Parasitarias do Departamento de Medicina Preventiva,

ambos pertencentes a Escola de Veterinaria da UFG.

3.3.2 Critérios utilizados para a classificagao anatomo-patolégica

Os cisticercos coletados foram classificados em quatro etapas relativas
ao processo de interacao parasito-hospedeiro bovino: Etapa Vesicular (EV), Etapa
Vesicular Coloidal (EVC), Etapa Granular Nodular (EGN) e Etapa Nodular
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Calcificada (ENC), tendo como base os critérios anatomo-patolégicos pré-
estabelecidos na literatura cientifica por ESCOBAR-IZQUIERDO (1988), DEL
BRUTTO (1999) e LINO JUNIOR et al. (2002) para a classificagdo dos cisticercos
encontrados em humanos e por ALVAREZ et al. (2002) e LONDONO et al. (2002)
para a classificacdo de cisticercos encontrados em suinos.

A classificagao inicial dos cisticercos nas diferentes etapas foi realizada
no frigorifico. Em seguida, os cisticercos foram transportados ao laboratorio de
patologia para uma segunda e definitiva avaliagdo macroscopica com o objetivo
de aperfeigcoar a acuracia classificatéria.

Para denominar o conjunto das etapas classificatorias, optou-se por
empregar a expressao: Etapas do Processo de Interagdo Parasito-Hospedeiro
Bovino, que por motivo de ordem pratica, foi abreviada para: etapas do PIP-HB
ou, simplesmente, etapas do PIP-H, quando se fez referéncia ao processo de
interacdo entre os parasitos que provocam cisticercose em varios outros

hospedeiros, inclusive nos bovinos.

3.3.3 Classificagdao macroscopica dos cisticercos

Foram classificados 43 cisticercos para cada uma das quatro etapas
classificatérias relativas ao PIP-HB (43 cisticercos na EV, 43 na EVC, 43 na EGN
e 43 na ENC), totalizando ao final 172 cisticercos.

Os cisticercos foram classificados na etapa EV quando se observava a
presenca de membrana vesicular transparente contendo liquido translucido, e o
metacestdodeo de coloracdo esbranquigada, invaginado em seu interior, com a
integridade, aparentemente, ilesa.

Os cisticercos foram classificados na etapa EVC quando se verificava a
presenca de membrana vesicular mais espessa contendo liquido turvo ou
fracamente gelatinoso e 0 metacestddeo, devido a coloragdo alterada, aparentava
estar com a integridade comprometida.

Os cisticercos foram classificados na etapa EGN quando a vesicula
cisticercética continha substancia de aspecto caseoso e o metacestédeo nao foi
mais integralmente evidenciado e/ou havia sido transformado em um pequeno

granulo no centro da leséo.
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Os cisticercos foram classificados na etapa ENC quando a lesao
cisticercdtica consistia em um noédulo compacto, quando, ao tato ou ao corte,
percebia-se no seu conteudo a presenga de fragmentos disformes ou nédulo de
textura mineralizada e quando nenhum vestigio dos constituintes do

metacestddeo podia mais ser visualizado.

3.3.4 Classificagao microscopica dos cisticercos

Apods a classificagdo macroscopica e o processamento do material, os
cisticercos foram observados a microscopia e em fungao da qualidade histolégica
obtida, foram selecionadas |aminas de microscopia correspondentes a 86
cisticercos. Desta forma, e de acordo com a analise das caracteristicas
microscopicas, 12 (13,95%) cisticercos foram classificados na etapa EV; 21
(24,42%) na etapa EVC; 29 (33,72%) na EGN e 24 (27,91%) na ENC.

Os cisticercos foram classificados na etapa EV quando se observou
que as areas de tegumento do parasito estavam histologicamente intactas,
admitindo-se a presenga de infiltrado inflamatério nos tecidos do hospedeiro,
circunvizinhos a lesao cisticercética.

Os cisticercos foram classificados na etapa EVC quando se
evidenciava alteragdes no tegumento, a presenca de células componentes do
infiltrado inflamatério (linfocitos, neutrofilos, mondcitos, além de fibroblastos e
fibras colagenas) no interior da vesicula cistica e o metacestédeo com sinais de
degeneracao hialina.

Os cisticercos foram classificados na etapa EGN quando se verificou
que a vesicula cistica havia sido totalmente invadida pelo infiltrado inflamatério e
0 metacestddeo havia sido atingido pela acdo dos leucdcitos, evidenciando-se
somente restos estruturais do parasito.

Os cisticercos foram classificados na etapa ENC quando nao foi
possivel observar as estruturas da vesicula cistica e do metacestédeo, que
haviam sido transformadas em um nodulo soélido, mineralizado, rodeado

totalmente por tecido conjuntivo denso ndao modelado.
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3.3.5 Critérios adotados durante a coleta e andlises das amostras

Durante os procedimentos de coleta e analises realizadas no ambiente
do frigorifico, de modo a evitar a degradacdo dos acidos nucléicos e/ou
“‘contaminacdes com DNA” entre amostras, foram utilizados: luvas de latex,
laminas de bisturi, placas de petri e tubos de ensaio, todos esterilizados e
descartaveis. Durante a coleta e apos cada procedimento, os recipientes
contendo as amostras foram identificados de acordo com numeragao ordenada e
a abreviagao correspondente a denominagdo das etapas classificatérias (EV,
EVC, EGN e ENC). Cada recipiente foi envolvido e isolado por sacos plasticos e
mantidos sob refrigeragdo em caixas isotérmicas contendo gelo.

No laboratério de patologia, apdés a redefinicdo classificatéria
macroscopica em etapas relativas ao PIP-HB e o registro fotografico, cada um
dos cisticercos foi dividido ao meio, sendo que, uma das metades foi depositada
em recipiente contendo solug¢ao de formaldeido a 10%, para que, posteriormente,
fosse processada e corada visando a analise microscopica (FIGURA 1). Enquanto
que, da outra metade foi retirado o conteudo da lesao cisticercotica, o qual foi
depositado em tubos do tipo Eppendorf de 1,5ml e mantidos sob refrigeragcdo em
caixas isotérmicas contendo gelo para o imediato transporte ao laboratério de
biologia molecular. No laboratério, as amostras dos cisticercos foram

acondicionadas em freezer a —70 °C.

FIGURA 1 — A = Lesao cisticercoética dividida ao meio;

B = Materiais e recipientes utilizados no processamento das amostras.




56

3.3.6 Extracao do DNA

Para a obtencdo do DNA das amostras de cisticercos foi aplicado o
protocolo de extracdo baseado na utilizagao do fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
e na precipitagao pelo etanol, conforme fora preconizado por SAMBROOK et al.
(1989).

A concentracdo do DNA extraido de cada uma das amostras e dos
controles positivos foi determinada por estimativa visual em transiluminador de luz
ultravioleta (marca Eletronic U.V. Transilluminator, Ultralum Inc), apos eletroforese
em gel de agarose a 1% realizada em cuba horizontal (modelo Horizon 11.14, Life
Technologies) durante 1 hora a 90 v. Como referéncia para a determinagao da
concentracdo foi utilizado o marcador de massa molecular A DNA-Hind Il

(Amershan Biosciences®).

3.3.7 Protocolos de PCR

Para a identificagdo molecular espécie-especifica de C. bovis foram
utilizados os pares de primers TBR-3 (5 —-GGCTTGTTTGAATGGTTTGACG- 3’) /
TBR-4 (5 —-CGACTCATGAAGATAAACAAGGT- 3’) e para identificagdo molecular
espécie-especifica de C. cellulosae foram utilizados os pares de primers TBR-3 /
TBR-6 (5 —GCTACTACACCTAAATTCTAACC- 3), elaborados a partir de
sequéncias do gene LSU RNAr de Taenia saginata e Taenia solium,
respectivamente por JARDIM et al. (2006).

A solugédo para reacao de PCR teve a seguinte composigéo: 30,75ul de
agua ultra pura esterilizada; 5ul de tampéo para PCR (PCR buffer 10x — 100mM
Tris-HCI, pH 9, 15mM MgCl, e 500mM KCI); 2ul de dNTP a 10mM; 0,75ul (10 pM)
do primer TBR-3, 0,5ul (10 pM) do primer TBR-4, 0,5ul (10 pM) do primer TBR-6;
0,5ul (5U/ul) de Tag DNA-polimerase; e 5ul (0,35ug) de amostra de DNA. A
programacgao para os ciclos de temperatura foi realizada conforme os protocolos
descritos pelos referidos autores como segue: um ciclo inicial de desnaturacéo a
94 °C, por 2 min, seguido de 40 ciclos repetidos de 94 °C, por 30 s, 59 °C, por 30
s e 72 °C, por 1 min, finalizando-se com um ciclo final de extens&o a 72 °C, por 5

min.
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3.3.8 Controles positivos e negativos

Como controle positivo, foi utilizada amostra de DNA extraido de
proglote de T. saginata e de T. solium, cujas caracteristicas morfolégicas eram
elucidativas para a determinag¢ao da espécie conforme NEVEU-LEMAIRE (1936).

Como controle negativo, foi utilizada agua ultra pura livre de DNA e
RNA (RNase/DNase ultra-pure water, Life Technologies) substituindo, em volume

correspondente, o DNA nas misturas de reacgéao.

3.3.9 Analises estatisticas

Inicialmente, para a execucao das analises estatisticas foi elaborado
um banco de dados eletronico. No tratamento estatistico dos dados, o teste ndo
paramétrico do Qui-quadrado (x?) (SAMPAIO, 1998) foi empregado na avaliagdo
da distribuicdo dos resultados de PCR quanto a positividade e a negatividade na
identificacdo molecular dos cisticercos classificados em quatro diferentes etapas
relativas ao PIP-HB. O mesmo teste também foi aplicado na avaliagdo da
distribuicdo dos resultados de PCR quanto a positividade e a negatividade na
identificacdo molecular dos cisticercos em relacdo a localizagdo, dos mesmos
cisticercos, em diferentes localizagdes anatdbmicas dos animais abatidos. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando a
probabilidade de rejeicdo da hipotese de nulidade foi menor ou igual a 5%
(p=<0,05).



58

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Identidade molecular de cisticercos classificados macroscopicamente

Apods a coleta dos cisticercos e a extragdo do DNA, as amostras foram
submetidas a ensaio de PCR para a amplificacdo de fragmentos génicos do DNA
de C. bovis. Como se observa na FIGURA 2, das 172 amostras avaliadas obteve-

se resultados positivos em 145 (84,30%) e resultados negativos em 27 (15,70%).

84,30%

15,70%

Positivos Negativos

FIGURA 2 - Percentuais de resultados positivos e negativos na amplificagao de fragmentos
génicos do DNA de Cysticercus bovis através da PCR a partir de 172 amostras

de DNA extraido de cisticercos de origem bovina, no Estado de Goias.

Os resultados de PCR expressaram alta freqléncia de positividade
(84,30%) para deteccdo do DNA de C. bovis. No entanto, estes resultados nao
esclarecem se o percentual de negatividade (15,70%) foi devido a auséncia do
DNA alvo nas lesbes cisticercéticas porque o C. bovis n&o era o agente etioldgico
presente em todas as lesdes cisticercéticas, ou porque, em alguns cisticercos
coletados, as alteragdes histopatoldgicas decorrentes do PIP-HB mostravam-se

mais intensas e em decorréncia disto, os metacestdédeos, inclusive seus acidos
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nucléicos, ja tivessem sido totalmente digeridos pelos fagécitos presentes no
infiltrado inflamatorio.

Considerando estas hipoteses, os resultados de PCR foram
relacionados em fungao da classificagdo macroscopica dos cisticercos em quatro
etapas relativas ao PIP-HB. Isto permitiu verificar que, dos 43 cisticercos
classificados na etapa EV, 42 (97,67%) alcangaram resultado positivo e 1 (2,33%)
resultado negativo; dos 43 cisticercos classificados na etapa EVC 39 (90,67%)
obtiveram resultado positivo e 4 (9,30%) resultado negativo; dos 43 cisticercos
classificados na etapa EGN 32 (74,42%) produziram resultado positivo e 11
(25,58%) resultado negativo; dos 43 cisticercos classificados na etapa ENC 32
(74,42%) apresentaram resultado positivo e 11 (25,58%) resultado negativo
(FIGURA 3 e TABELA 1).

97,67%

74,42% 74,42%

25,58%

25,58%

I I I I
EV Pos. / EV Neg. EVC Pos. /| EVC Neg. EGN Pos. / EGN Neg. ENC Pos. / ENC Neg.

EV: Etapa Vesicular; EVC: Etapa Vesicular Coloidal; EGN: Etapa Granular Nodular;
ENC: Etapa Nodular Calcificada; Pos.: Positivo; Neg.: Negativo.

FIGURA 3 - Percentuais de resultados positivos e negativos na amplificagdo de fragmentos
génicos do DNA de Cysticercus bovis através da PCR a partir de amostras de
DNA extraido de cisticercos obtidos de bovinos e classificados, de acordo com
as caracteristicas macroscoépicas, em etapas relativas ao processo de interagao

parasito-hospedeiro.
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De acordo com a analise dos resultados de PCR apresentados na
FIGURA 3 e TABELA 1 verificou-se que a positividade foi significativamente maior
(p<0,05) para as amostras de DNA dos cisticercos classificados nas etapas
iniciais do PIP-HB (EV e EVC) (94,19% de positividade) em relacdo as amostras
de DNA dos cisticercos classificados nas demais etapas (EGN e ENC) (74,42%
de positividade). Este resultado reforca a hipdétese de que as alteragdes
histopatolégicas ocorridas com maior intensidade em relagédo aos cisticercos
classificados nas etapas EGN e ENC tenham influenciado na presenca do DNA
do C. bovis nas lesdes cisticercoticas analisadas. No entanto, deve-se atentar
para os resultados negativos obtidos em relag&o a alguns cisticercos classificados
nas etapas EV e EVC, pois que, de acordo com o critério de classificacdo
adotado, os metacestodeos haviam sido evidenciados nos cisticercos
classificados nestas etapas. Além disso, os resultados obtidos através da
observagao macroscopica poderiam nao traduzir fielmente a real classificagao dos
cisticercos em etapas do PIP-HB como poderia ser alcangado com a classificacao

dos mesmos cisticercos através da observagdo microscopica.

3.4.2 Identificagao molecular dos cisticercos classificados a microscopia

Ao relacionar a positividade e a negatividade dos resultados de PCR
em funcgdo da classificagcdo microscépica dos cisticercos nas quatro etapas do
PIP-HB verificou-se que, 12 (100%) cisticercos classificados na etapa EV
obtiveram resultado positivo; dos 21 cisticercos classificados na etapa EVC 20
(95,24%) apresentaram resultado positivo e 1 (4,76%) resultado negativo; dos 29
cisticercos classificados na etapa EGN 22 (75,86%) produziram resultado positivo
e 7 (24,14%) resultado negativo; dos 24 cisticercos classificados na etapa ENC 19
(79,17%) apresentaram resultado positivo e 5 (20,83%) resultado negativo
(FIGURA 4 e TABELA 1).
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100%

95,24%

79,17%
75,86%

24,14%
20,83%

\ \ \ \
EV Pos. / EV Neg. EVC Pos. / EVC Neg. EGN Pos. / EGN Neg. ENC Pos. / ENC Neg.

EV: Etapa Vesicular; EVC: Etapa Vesicular Coloidal; EGN: Etapa Granular Nodular;
ENC: Etapa Nodular Calcificada; Pos.: Positivo; Neg.: Negativo.

FIGURA 4 — Percentuais de resultados positivos e negativos na amplificagao de fragmentos
génicos do DNA de Cysticercus bovis através da PCR a partir de amostras de
DNA extraido de cisticercos encontrados em bovinos e classificados, pelas
caracteristicas microscépicas, em etapas relativas ao processo de interagdo

parasito-hospedeiro.

TABELA 1 — Resultados dos testes de PCR para cisticercos classificados

pela caracterizagao macroscoépica e microscopica.

PCR de cisticercos
classificados a microscopia

PCR de cisticercos
classificados a macroscopia

ETAPAS Totais Totais
do Positivos Negativos Positivos Negativos

Abs. Abs.
PIP-HB
EV 42 (97,67%) 1(2,33%) 43 12 (100%) 0 (0%) 12
EVC 39 (90,70%) 4 (9,30%) 43 20 (95,24%) 1(4,76%) 21
EGN 32 (74,42%) 11 (25,58%) 43 22 (75,86%) 7 (24,14%) 29
ENC 32 (74,42%) 11 (25,58%) 43 19 (79,17%) 5 (20,83%) 24
Totais Abs.
o Rolativee  145(84,30%) 27 (15,70%) 172 73(84,88%) 13 (15,12%) 86

EV = Etapa Vesicular; EVC = Etapa Vesicular Coloidal; EGN = Etapa Granular Nodular;

ENC = Etapa Nodular Calcificada; Abs. = Absolutos;

PIP-HB = Processo de Interagdo Parasito-Hospedeiro Bovino.
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Analisando os dados apresentados na FIGURA 4 e na TABELA 1
verificou-se que, na avaliagcdo microscopica a positividade na PCR foi também
significativamente maior (p<0,05) em relagéo as amostras de DNA dos cisticercos
classificados nas etapas iniciais (EV e EVC) do PIP-HB (96,97% de positividade)
e menor em relagao as amostras de DNA dos cisticercos classificados nas etapas
finais (EGN e ENC) do PIP-HB (77,33% de positividade). Estes resultados
reforgaram ainda mais a hipétese de que as alteragdes histopatolégicas ocorridas
em relagao aos cisticercos tenham influenciado determinantemente a presenca do
DNA de C. bovis nestas lesdes cisticercoticas.

Entretanto, com base na mesma hipdtese, esperava-se que a
negatividade nos resultados de PCR fosse menor nos cisticercos classificados na
etapa EGN em relacao aos cisticercos classificados na etapa ENC, porque, nesta
ultima etapa, as alteragdes histopatolégicas foram evidenciadas com maior
intensidade e, de acordo com o critério de classificagcdo adotado, nenhuma
estrutura dos metacestdédeos havia sido evidenciada nos cisticercos classificados
nesta etapa. No entanto, os resultados de PCR relativos aos cisticercos
classificados nas etapas EGN e ENC nao corresponderam a esta logica e, pelo
contrario, os cisticercos classificados a microscopia na etapa ENC obtiveram
maior positividade do que os classificados na etapa EGN. Este fato justificou a
necessidade de aprofundar as analises dos resultados de PCR em relacéo a outra

variavel que também poderia ter Ihe influenciado.

3.4.3 Localizagao dos cisticercos e identificagao molecular

A coleta dos cisticercos foi realizada de conformidade com a rotina de
trabalho executada pelos Médicos Veterinarios, Fiscais Federais Agropecuarios
do SIF. Desta forma, e de acordo com este vinculo de casualidade, os cisticercos
foram coletados em determinados musculos e érgéos dos animais examinados.

Contrastando os resultados obtidos em relagcdo a localizagcdo dos
cisticercos aos obtidos em relacdo a classificacdo baseada nas caracteristicas
microscopicas, constatou-se que dos 86 cisticercos analisados a microscopia 83

(96,51%) estavam localizados nos musculos mastigatérios e nos coragdes das
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carcagas, sendo que desses, 37 (43,02%) cisticercos estavam localizados nos

musculos mastigatorios e 46 (53,49%) nos coragdes (FIGURA 5).

53,49%

43,02%

2,33% 1,16%
T \
M. M. Cor. Esof. P. Diaf.

M.M. = Musculos Mastigatorios; Cor. = Coragao; Fig. = Figado; Es6f. = Estfago;
Ling. = Lingua; P. Diaf. = Pilar do Diafragma.

FIGURA 5 — Distribuicdo percentual de localizagdo anatémica dos cisticercos isolados de
bovinos abatidos sob inspec¢ao federal.

Isto possibilitou que a positividade e a negatividade dos resultados de
PCR fossem analisadas em relacdo aos cisticercos localizados somente nestas
regides anatdébmicas, verificando-se desta forma que, dos 37 cisticercos que
estavam localizados nos musculos mastigatérios obteve-se resultado positivo
para 34 (91,98%) e resultado negativo em 3 (8,11%) e dos 46 cisticercos que
estavam localizados nos coragdes obteve-se resultado positivo para 36 (78,26%)
e resultado negativo em 10 (21,74%) (FIGURA 6).
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91,89%

78,26%

21,74%

Pos. |/ Neg. Pos. |/ Neg.
M. M. . Cor.

M. M.: Musculos Mastigatérios; Cor.: Coragdes; Pos.: Positivo; Neg.: Negativo.

FIGURA 6 — Percentuais de resultados positivos e negativos na amplificagao de fragmentos
génicos do DNA de Cysticercus bovis através da PCR a partir de amostras de
DNA extraido de cisticercos encontrados nos musculos mastigatérios e nos

coragoes de carcagas bovinas.

Observando os resultados apresentados na FIGURA 6 verifica-se que
a negatividade na PCR foi maior (p<0,05) para os cisticercos localizados nos
coragdes dos bovinos em relagdo aos localizados nos musculos mastigatorios.
Entretanto, a negatividade e a positividade na PCR dos cisticercos localizados
tanto no coragcdo quanto nos musculos mastigatérios poderiam ainda ter sido
influenciadas pelas alteragcbes histopatolégicas decorrentes do PIP-HB. Assim
sendo, a positividade e a negatividade destes resultados de PCR foram
relacionadas a classificacdo microscopica, dos mesmos cisticercos, em cada uma
das etapas do PIP-HB. Isto possibilitou verificar que, dos 34 cisticercos com
resultado positivo e localizados nos musculos mastigatérios 5 (14,71%) haviam
sido classificados na etapa EV, 8 (23,53%) na etapa EVC, 14 (41,18%) na etapa

EGN e 7 (20,59%) na etapa ENC; dos 3 cisticercos com resultados negativos e
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localizados nos musculos mastigatorios nenhum deles havia sido classificado na
etapa EV, 1 (33,33%) na etapa EVC, 1 (33,33%) na etapa EGN e 1 (33,33%) na
etapa ENC, enquanto que, dos 36 cisticercos com resultados positivos e
localizados nos coragdes 7 (19,44%) haviam sido classificados na etapa EV, 10
(27,78%) na etapa EVC, 7 (19,44%) na etapa EGN e 12 (33,33%) na etapa ENC,;
dos 10 cisticercos com resultados negativos e localizados nos coragbes nenhum
deles havia sido classificado na etapa EV ou na etapa EVC, 6 (60%) na etapa
EGN e 4 (40%) na etapa ENC (FIGURA 7).

60%

41,189
t 40%

33,33% 33,33% 33,33% 33,33%

27,78%

23,53%

20,59%
19,44% (] | 19,44%

14,711%

0% 0% 0%

EV/EVC/EGN/ENC EV/EVC/EGN/ENC EV/EVC/EGN/ENC EV/EVC/EGN/ENC
M. M. Pos. M. M. Neg. Cor. Pos. Cor. Neg.

EV: Etapa Vesicular; EVC: Etapa Vesicular Coloidal; EGN: Etapa Granular Nodular;
ENC: Etapa Nodular Calcificada; M. M.: Masculos Mastigatorios; Cor.: Coragoes;
Pos.: Positivo; Neg.: Negativo.

FIGURA 7 — Percentuais de resultados positivos e negativos na amplificagao de fragmentos
génicos do DNA de Cysticercus bovis através da PCR a partir de amostras de
DNA extraido de cisticercos encontrados nos musculos mastigatérios e nos
coracdes de bovinos e classificados, a microscopia, em etapas relativas ao

processo de interagcao parasito-hospedeiro.
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Ao analisar os resultados apresentados na FIGURA 7 destaca-se a
significativa (p<0,05) negatividade dos cisticercos localizados nos coragdes e
classificados na etapa EGN (60%) em relagdo a negatividade dos cisticercos
localizados nos musculos mastigatérios e classificados na mesma etapa do PIP-
HB (33,33%). Estes resultados levantaram as seguintes hipoteses
epidemiologicas: que uma parte significativa das lesbes cisticercoticas
classificadas na etapa EGN e encontradas nos coracdes bovinos, ao invés de
terem tido o C. bovis como agente etiolégico, possam ter sido causadas por outra
especie de taenideo ou taenidideo ou que as alteragdes histopatoldgicas
ocorridas nos coragdes dos bovinos em reacdo a infecgao provocada pelo C.
bovis tenham caracteristicas diferenciadas em relagdo a infecgao provocada pela
mesma espécie de parasito quando localizado nos musculos da mastigagéo, ou
ainda, que outra variavel como a aplicagdo de drogas antihelminticas tenha

alterado, diferentemente, o PIP-HB em relagcao as duas localizagbées anatdmicas.

3.4.4 Especificidade e sensibilidade das reagoes de PCR

Os protocolos de reagao de PCR e os primers utilizados no presente
experimento foram desenvolvidos por JARDIM et al.,, (2006). No trabalho dos
referidos autores, ficou demonstrado que, os protocolos por eles padronizados e
os pares de primers TBR-3/TBR-4 e TBR-3/TBR-6 por eles selecionados para a
identificacdo espécie-especifica de T. saginata e de T. solium, ao serem aplicados
nos ensaios de PCR, demonstraram alta especificidade e elevada sensibilidade
permitindo amplificagdo detectavel a partir de 0,2fg e de 1fg dos DNA alvos,
respectivamente.

No presente experimento, pdde-se, relativamente, comprovar os
resultados alcancados por JARDIM et al., (2006) quanto a especificidade e a
sensibilidade na deteccdo do DNA da T. saginata, pois nenhuma amplificagdo
inespecifica foi observada nas reagdes de PCR realizadas utilizando o par de
primers TBR-3/TBR-4, como também, ficou demonstrado que todos os
fragmentos génicos amplificados continham 328pb (FIGURA 8). Além disso, o
PCR realizado a partir de amostras de cisticercos classificados na etapa ENC

resultaram em 79,17% de positividade.
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FIGURA 8 — Eletroforeses em gel de agarose a 2% referentes as reagdes de PCR especificas
para amplificacdo de fragmentos génicos de 328 pb do gene LSU RNAr de
Cysticercus bovis realizadas a partir das amostras de DNA extraidas de cisticercos
classificados nas etapas:

EV - A' = marcador 100bp, A%, A>, A* e A® = amostras positivas,
A® = amostra negativa, A’ = controle positivo, A® = controle negativo;
EVC - B' = marcador 100pb, B?, B® e B* = amostras positivas,
B® = amostra negativa, B® = controle positivo, B’ = controle negativo;
EGN - C' = marcador 100pb, C? e C* = amostras positivas,
C* e C° = amostras negativas, C°® = controle positivo, C’ = controle negativo;
ENC - D' = marcador 100pb, D* e D® = amostras positivas,
D? e D* = amostras negativas, D® = controle positivo, D7 = controle negativo.

Na literatura cientifica especializada, os trabalhos que discorrem sobre

as caracteristicas morfolégicas dos cisticercos encontrados em bovinos,
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geralmente limitam-se a descricdo das caracteristicas macroscopicas, raramente
sdo observadas as caracteristicas microscopicas, mais raramente ainda, os
aspectos macroscopicos e microscopicos sao relacionados e de todos os
trabalhos que utilizaram de alguma forma a técnica de PCR na identificagdo dos
parasitos relacionados ao complexo teniase-cisticercose, somente no trabalho
realizado por LOGT & GOTTSTEIN (2000) a identidade molecular de cisticercos
classificados em diferentes etapas do PIP-HB foi investigada.

Os referidos autores empregaram a técnica de PCR na identificacdo do
DNA de 38 cisticercos advindos da Nova Zelandia, pois haviam sido considerados
como “suspeitos” pelo servico de inspecao devido a baixa prevaléncia desta
parasitose naquele pais. Empregaram também, a mesma técnica em 43
cisticercos advindos da Suica, porque haviam sido considerados como “atipicos”
pelos inspetores sanitarios daquele pais. Os cisticercos advindos da Nova
Zelandia ja haviam sido histologicamente examinados e, de acordo com as
caracteristicas morfolégicas evidenciadas, grande parte deles foi considerada
como sendo C. bovis. No entanto, as amostras de DNA de nenhum deles resultou
na amplificacdo de fragmento génico especifico para C. bovis, porém a
amplificacdgo do DNA de 34 deles resultou na formagdo de fragmentos
inespecificos com o mesmo numero de pares de base (pb). Os cisticercos
advindos da Suica nao foram histologicamente examinados, mas foram
macroscopicamente classificados como: “viaveis” (6), “degenerados” (8) e
“calcificados” (29). Em trés cisticercos classificados como “viaveis” a amplificagao
do DNA resultou na formagéo de fragmentos inespecificos com 0 mesmo numero
de pb, como ja haviam acontecido com as amostras de DNA dos cisticercos
advindos da Nova Zelandia, sendo que a amplificagdo do DNA dos outros trés
cisticercos “viaveis” resultou na formacao de fragmentos especificos para o C.
bovis. Em todos os oito cisticercos classificados como “degenerados” a
amplificagdo do DNA resultou na formacdo de fragmentos especificos para C.
bovis. Dos 29 cisticercos classificados como “calcificados” a amplificagdo do DNA
de 17 deles resultou na formacao de fragmentos especificos para C. bovis, em
nove deles a amplificagdo do DNA resultou na amplificacdo de fragmentos
especificos para Echinococcus multilocularis e para trés deles nao houve

formagao de fragmentos génicos.
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LOGT & GOTTSTEIN (2000) nao definiram a localizagdo anatémica
dos cisticercos nos animais, nem os parametros macroscopicos que definiram a
classificagdo dos cisticercos por eles analisados. Supondo que os cisticercos
classificados, pelos referidos autores, como “viaveis” sejam correspondentes aos
cisticercos classificados, no presente estudo, nas etapas EV e EVC e que os
cisticercos classificados como “degenerados” e os classificados como
“‘calcificados” sejam correspondentes, respectivamente, aos cisticercos
classificados nas etapas EGN e ENC, podemos inferir que os resultados por eles
obtidos assemelham-se aos obtidos no presente trabalho, quanto a maior
positividade dos cisticercos classificados nas primeiras etapas do PIP-HB em
relagdo aos classificados nas etapas subsequentes, entretanto diferem quanto a
identificacdo do C. bovis, pois grande parte dos cisticercos analisados pelos
referidos autores resultaram em amplificagbes inespecificas (45,67%) e outra
parte ou em fragmentos génicos de outro taenideo (11,11%). No entanto, ha que
se ressaltar que os cisticercos analisados por LOGT & GOTTSTEIN (2000)
haviam sido considerados como “suspeitos” e como “atipicos”, enquanto os
analisados no presente experimento foram coletados segundo a casualidade
habitual de ocorréncia da cisticercose bovina detectada pelo SIF.

Os resultados obtidos por LOGT & GOTTSTEIN (2000) reforcaram a
hipotese de que a maior negatividade obtida na amplificagcdo do DNA extraido dos
cisticercos coletados nos coragdes dos bovinos e classificados na etapa EGN
possa estar relacionada a infecgao provocada por outra espécie de parasito, que
também desenvolva a forma cisticercoide, que se localize, com certa frequéncia,
no coragdo e que provoque alteragdes histopatoldgicas com caracteristicas
similares as observadas nos cisticercos classificados na etapa EGN quando a
infeccao cisticercotica foi provocada pelo C. bovis.

Diante desta hipotese e da possibilidade epidemiolégica levantada por
GUSSO et al. (2000) quanto aos bovinos poderem cumprir a fungdo de
hospedeiros intermediarios da T. solium, sendo, portanto, infectados também pelo
C. cellulosae, o DNA dos cisticercos coletados no presente estudo foram testados
através da PCR para a amplificacdo de fragmentos génicos especificos do DNA

de C. cellulosae, entretanto, nenhum resultado positivo foi obtido.
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No entanto, a auséncia de resultados positivos na amplificacao de
fragmentos génicos especificos do DNA de C. cellulosae n&o invalida a referida
possibilidade epidemioldgica, pois a quantidade de DNA de cisticercos testados
no presente estudo nao representa uma amostragem significativa da prevaléncia
da cisticercose bovina no Brasil.

Apesar de ndo realizarem o diagnostico molecular, outros trabalhos
constam na literatura nos quais os autores classificaram os cisticercos
encontrados em bovinos de acordo com etapas relativas ao PIP-HB e buscaram
de alguma forma a identificagcao especifica dos parasitos. Assim, GIBSON (1958)
constatou que, na rotina de inspegao sanitaria de bovinos em Weybridge (cidade
da Inglaterra), era comum a ocorréncia de cisticercos considerados mortos e que
por isso eles eram evidenciados em processos degenerativos fazendo com que
os inspetores tivessem dificuldades para, através da macroscopia, identificar de
forma positiva o C. bovis como o agente causador da lesao cisticercética.

Entretanto, o referido autor, ao observar microscopicamente os
cisticercos considerados em processo degenerativo verificou que, 35 deles eram
“caseosos”, 36 eram “calcificados” e quatro deles, “muito claramente”, ndo eram
C. bovis. Verificou também que nos cisticercos em processo degenerativo, apesar
de serem evidenciadas caracteristicas histopatolégicas compativeis com as
comumente observadas em lesdes cisticercéticas (lesdo abscedante, com centro
necrotico, circundado por tecido de granulagao e intenso infiltrado de polimorfos e
eosindfilos), ndo existia nada nestas lesbes que pudesse comprovar-lhes a
identidade etioldgica, nem mesmo a presencga de corpusculos calcarios.

COSTA (2003) classificou cisticercos isolados de coragbes bovinos
como “integros” e como “degenerados” e ao verificar a identidade morfolégica dos
cisticercos, verificou que nao havia dificuldade no diagndstico parasitologico do C.
bovis quando o cisticerco foi classificado como ‘“integro”, todavia, admitiu
dificuldades no diagndstico quando o cisticerco foi classificado como
“‘degenerado’.

Entretanto, MINOZZO et al. (2002) ao realizarem a infeccéo
cisticercética experimental, reconheceram que a identificagcdo especifica do C.
bovis n&o foi precisa, mesmo quando os cisticercos foram considerados como

“vivos” e obtinham resultado positivo no teste de evaginacgao.
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STERBA & DYKOVA (1978) e STERBA et al (1979) estudaram a
reacao inflamatéria decorrente da infeccdo provocada naturalmente e
experimentalmente pelo C. Bovis na musculatura esquelética e nos coragdes
bovinos e observaram que o tecido do hospedeiro onde o cisticerco esta
localizado exerce influéncia no curso da reacao inflamatéria, pois nos cisticercos
localizados nos coragdes o fendmeno inflamatorio foi mais intenso e com a morte
dos metacestddeos, a vesicula cistica é invadida por fagécitos que englobam os
restos parasitarios, iniciando em seguida a fibroplastia da lesdo cisticercotica.
Segundo COSTA (2003), “isto pode explicar a auséncia dos corpusculos calcarios
na maioria das lesdes e, inclusive, a caracteristica granulomatosa inespecifica,
rica em tecido fibroso, em algumas delas”.

Os corpusculos calcarios também ndo foram observados nos
cisticercos analisados no presente estudo, entretanto, segundo VARGAS-
PARADA et al. (1999), os corpusculos calcarios ndao sao produzidos
exclusivamente por cestdédeos, mas por varios outros platelmintos.

BLAZEK et al. (1986) provocaram a infecgado experimental por C. bovis
em renas (Rangifer tarandus) e em bovino, verificando que os cisticercos
localizados na musculatura esquelética e na cardiaca morriam precocemente,
sendo em seguida reabsorvidos e circundados por tecido de granulagao e fibrose,
e somente os cisticercos localizados no tecido cerebral das renas alcangavam a
fase infectante.

De acordo com as observacdes de STERBA & DYKOVA (1978), de
STERBA et al (1979) e de BLAZEK et al. (1986) o tecido cardiaco reage com
resposta inflamatéria mais intensa a infeccdo provocada pelo C. bovis alterando,
portanto, o curso do PIP-H em lesbes cisticercoticas com esta localizagao
anatbmica. Esta caracteristica anatomo-patolégica especifica, observada pelos
referidos autores, quando analisada em relagdo aos resultados obtidos no
presente experimento, podem explicar o maior percentual de resultados negativos
obtidos na PCR com as amostras de DNA extraidas de cisticercos localizados nos
coragdes dos bovinos e classificados nas etapas EGN e ENC (FIGURA 6).
Entretanto, ndo justificam o maior percentual de resultados negativos obtidos na
PCR com as amostras de DNA extraidas de cisticercos localizados nos coracdes

e classificados na etapa EGN em relagéo aos resultados negativos obtidos na
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PCR com as amostras de DNA extraidas de cisticercos localizados nos coragbes
e classificados na etapa ENC (FIGURA 7).

Esta constatagdo possibilita inferir que algumas lesdes cisticercoticas
localizadas no coragao e classificadas na etapa EGN, apesar de apresentarem
caracteristicas histopatologicas semelhantes as evidenciadas nas lesdes
cisticercéticas provocadas pelo C. bovis, ndo o tinham como agente etiolégico e,
portanto, ndo iriam, sucessoriamente, assumir as caracteristicas histopatolégicas
que definem as lesdes cisticercoticas classificadas na etapa ENC, ou entéo, que o
C. bovis estava presente em algumas destas lesdes cisticercoéticas localizadas no
coracao e classificadas na etapa EGN, mas foi combatido mais eficientemente
pelo sistema imune do hospedeiro, pois o C. bovis teria sofrido, anteriormente, a
acao de drogas antihelminticas especificas que alterariam o padrdo de reagéo
aos cisticercos desta etapa classificatéria, mas nao interfeririam nos cisticercos
que ja se encontravam isolados nos tecidos do hospedeiro como os classificados

na etapa ENC.

3.5 CONCLUSOES

1 - A técnica de biologia molecular de PCR pode ser aplicada na
identificacdo molecular espécie-especifica de cisticercos classificados em
diferentes etapas do processo de interagao parasito-hospedeiro bovino.

2 - A positividade nos resultados de PCR € maior nas amostras de DNA dos
cisticercos classificados nas etapas iniciais do processo de interagdo parasito-
hospedeiro (Etapa Vesicular - EV e Etapa Vesicular Coloidal - EVC) em relagéo a
positividade nos resultados de PCR das amostras de DNA dos cisticercos
classificados nas etapas finais do processo de interacdo parasito-hospedeiro
(Etapa Granular Nodular - EGN e Etapa Nodular Calcificada - ENC).

3 - A negatividade nos resultados de PCR é maior nas amostras de DNA dos
cisticercos localizados nos coragbes dos bovinos e classificados na Etapa
Granular Nodular (EGN) em relagdo a negatividade nos resultados de PCR das
amostras de DNA dos cisticercos localizados nos musculos mastigatérios dos
bovinos e classificados na mesma etapa do processo de interacdo parasito-

hospedeiro.
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CAPIiTULO 4 - CONSIDERAGOES FINAIS

A classificacdo dos cisticercos em etapas relativas ao processo de
interacao parasito-hospedeiro bovino pode contribuir para o conhecimento da
patogenicidade da cisticercose bovina, assim como, podera possibilitar o
estabelecimento de parametros mais criteriosos para aplicacdo nos estudos
epidemioldgicos sobre a infecgdo provocada experimentalmente ou em infecgdes
naturais em animais inspecionados ou em estudos que verificam a viabilidade
infecciosa dos cisticercos nos animais abatidos de acordo com o tratamento
empregado, seja ele baseado na concentragdo salina, no congelamento de
carcagas e suas partes ou na avaliagdo da agdo de drogas antihelminticas
especificas, como também, nos trabalhos que visam o diagndstico da cisticercose
fundamentados na resposta imunolégica do hospedeiro ou na presenga do DNA
nas lesdes cisticercaoticas.

Acredita-se que o critéerio de classificagcdo dos cisticercos
fundamentado na auséncia, na presenca e na intensidade de alteracbes
histopatolégicas, como executado no presente trabalho, atenda a sistematizagao
que se faz necessaria aos preceitos da patologia veterinaria. Entretanto, se
houver interesse que a classificagado dos cisticercos atenda, reciprocamente, aos
postulados biolégicos que permeiam os estudos epidemiologicos, seria
conveniente que o critério patoldgico que classifica os cisticercos em quatro
etapas do processo de interagao parasito-hospedeiro, seja reformulado para cinco
etapas, subdividindo-se a Etapa Vesicular (EV) em: Etapa Vesicular Imatura (EVI)
e FEtapa Vesicular Madura (EVM), para que assim, todas as fases
macroscopicamente identificaveis possam ser categorizadas. Este novo modelo
de sistematizagdo classificatéria dos cisticercos encontrados em bovinos
permitiria que a viabilidade infecciosa dos cisticercos fosse contemporizada as
caracteristicas morfolégicas e que as etapas classificatorias sejam relacionadas
de modo a compreender melhor os eventos ocorridos durante um determinado
surto de cisticercose.

Os resultados obtidos no presente estudo quanto a identificacdo por
PCR dos cisticercos de bovinos revelaram que, embora na maioria das vezes os

diagndsticos parasitologicos executados pelos fiscais federais agropecuarios do
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SIF estejam corretos, atencdo especial deve ser empregada nos casos de
cisticercos que sao encontrados em etapas relativamente mais adiantadas do
processo de interagdo parasito-hospedeiro bovino (EGN), principalmente, quando
os cisticercos estejam localizados nos coragoes.

Apesar da praticidade incontestavel do diagndstico parasitologico
macroscopico, ha de se reconhecer que este tipo diagndstico tem suas limitagdes.
Além disso, as exigéncias crescentes em relagdo as questdes de seguranga
alimentar determinam que a modernizagao tecnoldgica ultrapasse o ambito dos
equipamentos e dos servigos de controle de qualidade das industrias frigorificas e
alcance a qualificagdo dos servigos prestados a saude publica pelo SIF. Desta
forma, a exemplo do que ja existe em outros paises, sugere-se que O
Departamento de Inspecéo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) (ou a divisao
técnica-administrativa de maior competéncia) busque estabelecer um programa
com o objetivo de monitorar a precisdo e a especificidade do diagndstico
parasitologico da cisticercose bovina através de classificagdo anatomo-
histopatoldégica mais abrangente em relacdo as etapas classificatorias e de
identificacdo espécie-especifica por PCR dos cisticercos considerados como
suspeitos ou atipicos.

Esta sugestdo pode parecer inadequada quando se analisa somente a
finalidade precipua do servigco de inspeg¢ao no controle da cisticercose, ao tentar
impedir que as pessoas sejam infectadas pela T. saginata através da ingestao de
carne bovina infectada pelo C. bovis. No entanto, o estabelecimento de um
programa como este podera subsidiar com dados importantes o controle
epidemioldgico da cisticercose, ndo s6 nas fronteiras do servigo de inspegao de
carnes dentro dos estabelecimentos de abate, mas porque, podera também
beneficiar indiretamente aos produtores, que constituem importante elo neste
complexo epidemioldgico, pois excetuando as pessoas portadoras de teniase que
laboram em outras atividades, seriam eles, os produtores e os seus funcionarios,
0 segmento da sociedade mais prejudicado por esta enfermidade, que além do
risco a saude ao qual eles também estdo expostos sdo também atingidos
economicamente ao dividirem, de forma injusta, todo o énus do controle sanitario

desta zoonose com o MAPA. Zoonose esta, cujo pivd epidemioldgico € o homem.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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