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Resumo 

A cisticercose bovina é uma zoonose cosmopolita e presente nos rebanhos 

bovinos de corte no Brasil, que ocorre em países em desenvolvimento, onde a 

infraestrutura sanitária inadequada e as más práticas na criação de gado permitem 

a contaminação de pastagem e água com fezes humanas contendo ovos do 

parasita. Os prejuízos financeiros decorrem da condenação ou tratamento (salga 

ou da congelação) das carcaças infectadas, dependendo da intensidade da 

infecção. O diagnóstico da cisticercose bovina é realizado durante o abate, pela 

inspeção das carcaças e realização de cortes em locais de predileção do parasita 

como a língua, masseter, coração e diafragma. Assim, a fim de promover o 

diagnóstico ante-mortem e permitir o tratamento adequado de animais infectados, 

muitos estudos foram realizados utilizando-se técnicas de detecção de anticorpos 

ou antígenos em amostras de soro bovino. O teste ELISA baseado em anticorpos 

monoclonais (MAbs) para a detecção de antígeno circulante (Ag-ELISA) tem 

sido estudado, mas apresenta baixa sensibilidade em animais com infecção leve, 

e permite a sua realização apenas em laboratórios bem equipados. O uso de 

biossensores em medicina tem crescido nos últimos anos, permitindo a detecção 

e quantificação de metabólitos, bem como o uso de diversos biopolímeros como 

matriz de imobilização como quitosana e fibroína da seda. Imunossensores são 

biossensores cuja resposta bioquímica relaciona-se à interação antígeno-

anticorpo, que podem ser utilizados para detectar anticorpos ou antígenos, tendo 

sido utilizados no diagnóstico de enfermidades. Nesta pesquisa, desenvolveu-se o 

primeiro imunossensor para o diagnóstico da cisticercose bovina, com filmes 

produzidos camada por camada (LbL) contendo um MAb dirigido contra  

antígeno bruto de metacestódeos de T. saginata (TAEB) e fibroína de seda (SF), 

imobilizados, que mostrou-se promissor para aplicação futura no diagnóstico 

ante-mortem da cisticercose bovina. 

Palavras-chave: Anticorpo monoclonal, cisticercose bovina, fibroína da 

seda, imunossensor, Taenia saginata 
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Abstract 

Bovine cysticercosis is a cosmopolitan zoonosis and very widespread in 

the Brazilian beef cattle. Cysticercosis usually occurs in developing countries, 

where poor sanitation and bad raising cattle practices allows the contamination of 

the pasture and water with human feces containing eggs. The financial losses are 

due to condemnation or treatment (salting or freezing) of infected carcasses, 

depending on the intensity of infection. Diagnosis of bovine cysticercosis is 

routinely done during slaughter by meat inspection of carcasses and incisions in 

predicted sites of muscles such as tongue, masseter, heart and diaphragm. Thus, 

in order to promote the ante-mortem diagnosis and allow appropriate treatment of 

infected animals, many studies have been performed using techniques to detect 

antibodies or antigens in bovine serum. ELISA using monoclonal antibodies 

(MAbs) for the detection of circulating antigen (Ag-ELISA) has been studied, 

but presents low sensitivity in animals with low parasite burden, and allows its 

realization only in well-equipped laboratories. The use of biosensors in medicine 

has grown in recent years, allowing detection and quantification of numerous 

metabolites, such as immobilization matrix having the most diverse biopolymers 

such as chitosan and silk fibroin. Immunosensors are biosensors which 

biochemical response is related to antigen-antibody interaction and can be used 

to detect antibodies or antigens, and has been tested for diseases diagnosis. In this 

research, we developed the first immunosensor for bovine cysticercosis 

diagnosis, produced with layer-by-layer (LbL) films containing a monoclonal 

antibody against crude Taenia saginata metacestode antigens (TAEB) and silk 

fibroin (SF) immobilized. Immunosensor showed to be a promising tool for 

further application in the ante-mortem bovine cysticercosis diagnosis. 

 

Keywords: Monoclonal antibody, bovine cysticercosis, silk fibroin, 

immunosensor, Taenia saginata. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 
 

A cisticercose bovina tem sido apontada como uma das principais causas 

de perdas econômicas por condenações de carcaças no Brasil (ALMEIDA, 2006; 

FERNANDES e BUZETTI, 2001). Trata-se de uma enfermidade de caráter 

zoonótico, distribuída mundialmente (ACHA e SZYFRES, 1986; MURREL, 

2005), mas bastante relacionada a países em desenvolvimento, com deficiências 

de infraestrutura sanitária e veterinária (FLISSER, 1988; MURREL, 2005; 

OPAS, 1994).  

Atualmente o diagnóstico da cisticercose bovina baseia-se na inspeção da 

carne após o abate do animal, com a realização de cortes em órgãos e locais da 

musculatura específicos. Como consequência da parasitose, as carcaças podem 

ser condenadas parcial ou totalmente, seguindo-se as recomendações contidas no 

Regulamento da Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de Origem Animal - 

RIISPOA (BRASIL,1952). Sabe-se, entretanto, que a sensibilidade deste método 

é limitada, já que o parasita pode ser encontrado em outros locais da musculatura 

bovina (LOPES et al., 2011; MINOZZO et al., 2002; WANZALA et al., 2002) e 

devido à dificuldade em identificar carcaças com baixa taxa de infecção 

(DORNY et al., 2000; DRAELANTS et al., 1995; HARRISON et al., 1989; 

HAYUNGA et al., 1991). Dessa forma, carcaças contendo cisticercos podem 

chegar à população que, ao consumi-la de forma crua ou mal cozida, possibilita a 

manutenção do ciclo do parasita (LIGHTOWLERS et al., 1996; NEVES, 1998; 

OIE, 2014; WHO, 2014).  

O método de diagnóstico ideal da cisticercose bovina alia a detecção de 

antígenos circulantes no soro animal, por melhor representar a correlação da 

presença de cisticercos viáveis (DRAELANTS et al., 1995; HARRISON et al., 

1989) e sensibilidade suficiente para a identificação dos animais com baixa carga 

parasitária em infecções naturais.  
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A técnica de ELISA sanduíche para detecção de antígenos baseada no uso 

de anticorpos monoclonais vem sendo estudada e aprimorada durante décadas. 

Ainda que apresente sensibilidade de 2 a 10 vezes maior que a inspeção visual da 

carne (DORNY et al., 2000; ONYANGO-ABUJE et al., 1996b), muitos animais 

levemente infectados apresentam resultado falso negativo (BRANDT et al., 

1992; DORNY et al., 2004; HARRISON et al, 1989; ONYANGO-ABUJE et al., 

1996a, b; PAULAN et al., 2013; VAN KERCKHOVEN et al., 1998; 

WANZALA et al., 2007).  

Desde o desenvolvimento dos sensores, o uso de biossensores na Medicina 

e Medicina Veterinária tem sido visto como promissor, devido à rapidez na 

obtenção dos resultados nas análises, baixo custo, facilidade de manipulação e 

portabilidade, possibilitando o transporte e uso a campo (ALFAYA e KUBOTA, 

2002; LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006; NORTH, 1985).  

Dentre os diversos biopolímeros utilizados como matriz de imobilização 

de biomoléculas em biossensores, destacam-se a quitosana e a fibroína da seda 

(BARSAN et al., 2014; KRAJEWSKA, 2004; NOGUEIRA et al., 2010; 

MORAES et al., 2013). Os imunossensores, biossensores baseados na interação 

antígeno-anticorpo (NORTH, 1985; PEREIRA et al., 2002; RICARDI et al., 

2002), têm sido bastante pesquisados nos últimos anos para o diagnóstico de 

enfermidades (MOINA e YBARRA, 2012).  

A proposta deste trabalho foi desenvolver um protótipo de imunossensor 

baseado na imobilização de anticorpo monoclonal em fibroína da seda para o 

diagnóstico da cisticercose bovina de forma rápida, confiável, permitindo seu uso 

a campo com resultados obtidos em tempo real. Paralelamente, foi realizada a 

produção de anticorpos monoclonais contra antígenos de excreção/ secreção 

(E/S) de metacestódeos de Taenia saginata, visando a melhoria dos resultados no 

imunossensor e futura utilização em outros métodos de diagnóstico da 

cisticercose bovina. 
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REVISÃO DE LITERATURA 
 

1. Cisticercose bovina 
 

A cisticercose bovina é uma zoonose com distribuição mundial (ACHA e 

SZYFRES, 1986; MURREL, 2005), que ocorre principalmente em países da 

África, América Latina, Ásia e países do leste Mediterrâneo, e esporadicamente 

em países da América do Norte, Europa, Austrália e Nova Zelândia. Apesar da 

ocorrência global, a cisticercose bovina não faz parte da lista única de 

enfermidades de declaração obrigatória para animais terrestres e aquáticos da 

Organização Mundial de Saúde Animal (OIE) do ano de 2014 (OIE, 2014).   
 

A teníase por Taenia saginata é caracterizada pela presença da forma 

adulta do parasita no intestino delgado do ser humano, hospedeiro definitivo, 

cuja infecção se dá através da ingestão de carne bovina crua ou mal cozida 

contendo cisticercos viáveis (LIGHTOWLERS et al., 1996; NEVES, 1998; OIE, 

2014;  PAWLOWSKI, 1982; WHO, 2008; 2014). A larva da T. saginata se fixa 

na parede intestinal do humano onde se desenvolve até a fase adulta 

(PAWLOWSKI, 1982). As proglotes contendo ovos do parasita são eliminadas 

juntamente com as fezes humanas, cerca de 10-14 dias após infecção. Os ovos 

podem permanecer viáveis no ambiente por meses dependendo das condições 

climáticas, possibilitando a ingestão pelo bovino (NEVES, 1998; WHO, 2008, 

2014).  

O hospedeiro intermediário no ciclo da T. saginata é o bovino, e a 

presença da fase larval do parasita (metacestódeo) encistada na musculatura é 

denominada cisticercose (LIGHTOWLERS et al., 1996; OIE, 2014; WHO, 2008, 

2014). O bovino infecta-se pela ingestão de água ou alimento contendo ovos ou 

proglotes do parasita. Os ovos sofrem ação das enzimas do abomaso, liberando 

as larvas infectantes (oncosferas) que avançam pela circulação sanguínea até 

chegarem a órgãos e tecidos, onde permanecem sob a forma de cistos (NEVES, 

1998; WHO, 2008). 
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A ocorrência da cisticercose está associada a países em desenvolvimento, 

onde existam infraestrutura sanitária inadequada e más práticas de criação dos 

animais, permitindo o acesso dos bovinos às fezes humanas (FLISSER, 1988; 

MURREL, 2005; OPAS, 1994). Países desenvolvidos e áreas não endêmicas 

podem apresentar casos esporádicos de teníase humana e surtos de cisticercose 

bovina, apesar da melhor qualidade da saúde pública e infraestrutura veterinária, 

incluindo a inspeção regular das carcaças de bovinos para abate (MURREL, 

2005). Outros fatores que estão relacionados à ocorrência da teníase e 

cisticercose são a popularidade de pratos feitos à base de carne bovina crua e o 

maior trânsito de pessoas pela migração e turismo desordenados (GEMMEL e 

JOHNSTONE, 1977; PAWLOWSKI, 1982; SCHANTZ et al., 1994). 

No Brasil, as extensas áreas voltadas ao plantio da cana-de-açúcar podem 

influenciar na ocorrência dessa enfermidade devido à ausência de banheiros 

químicos ou à recusa dos trabalhadores rurais em utilizá-los. Dessa forma, 

trabalhadores eventualmente infectados podem ser responsáveis por disseminar 

os ovos do parasita no ambiente (RIBEIRO et al., 2012), já que em muitas vezes 

as duas atividades (plantio da cana e criação de gado de corte) são realizadas 

muito próximas ou na mesma propriedade, facilitando o transporte dos ovos 

pelas chuvas. A criação extensiva do gado de corte no país também tem um papel 

importante na manutenção da cisticercose, pois altos índices da doença estão 

relacionados à contaminação por ovos de tênia em regiões banhadas por rios e 

córregos (MARQUARDT et al., 2000), sendo a água um dos principais 

mecanismos responsáveis por disseminar os ovos no meio ambiente (ALLEPUZ 

et al., 2009), desde que haja pessoa infectada. 

Em relação ao impacto para a saúde humana, em geral os portadores de 

teníase por T. saginata não apresentam complicações e convivem bem com a 

parasitose (SOUZA et al. 2007; UNGAR e GERMANO, 1992; WHO, 2014). Os 

sintomas mais relatados são desconforto abdominal, diarreia e perda de peso, 

além de prurido anal devido à migração das proglotes (DORNY e PRAET, 

2007).  
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Economicamente a cisticercose bovina afeta a pecuária de corte devido às 

condenações parciais ou totais das carcaças parasitadas, sendo a principal 

responsável pela condenação de carcaças, o que limita as possibilidades de 

exportação de carnes e reduz o prestígio do país produtor e o valor de seus 

produtos (ALMEIDA, 2006; FERNANDES e BUZETTI, 2001). Os critérios para 

condenar parcial ou totalmente uma carcaça seguem as recomendações contidas 

no RIISPOA com relação aos achados post mortem (BRASIL,1952). 

A ocorrência da cisticercose no Brasil vem sendo observada ao longo dos 

anos, com taxas de prevalência que variam conforme a região e sistema de 

produção (FERNANDES e BUZETTI, 2001; MARIANO-DA-SILVA et al., 

2012; MOREIRA DOS SANTOS, 1998; PEREIRA et al., 2006; SOUZA et al., 

2007; UNGAR e GERMANO, 1992; ZAMPINI, 1994;). Recentemente, Dutra e 

colaboradores (2012) analisaram os dados obtidos de matadouros brasileiros 

inspecionados pelo Serviço de Inspeção Federal do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (SIF/MAPA) entre os anos de 2007 e 2010. A 

prevalência de cisticercose bovina observada no país foi de 1,05%, tendo o 

Estado de São Paulo apresentado a maior prevalência entre os estados (3,34%) 

(Figura 1). Os autores ressaltam que, no período de levantamento dos dados, não 

houve registro da enfermidade pelo órgão de fiscalização Federal em nove 

Estados, mas também não foram levantados os dados de inspeção Estadual ou 

Municipal (DUTRA et al., 2012). 
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FIGURA 1. Mapa epidemiológico da prevalência da cisticercose bovina em 
animais abatidos nos estados brasileiros durante janeiro/ 2007 e abril/ 2010. 
Fonte: Dutra et al., 2012. 

 

A pecuária de corte no Brasil tem crescido no que diz respeito à produção 

e à produtividade, como resultado da expansão agrícola no Centro-Oeste e 

Sudeste. Com isso, o Brasil alcançou destaque mundial como um dos maiores 

produtores e exportadores de carne bovina (PROCÓPIO et al., 2011). Em 2013, o 

rebanho bovino brasileiro alcançou o total de 212 milhões de cabeças (CONAB, 

2014), das quais foram abatidas cerca de 34,4 milhões (IBGE, 2014). Dessa 

forma, levando-se em conta a prevalência da cisticercose bovina de 1% dos 

animais abatidos (DUTRA et al., 2012) os prejuízos econômicos atingem cerca 

de 344 mil bovinos. Este dado por si, diante da incerteza dos relatórios nacionais 

sobre a real prevalência da cisticercose bovina, pode dar a dimensão da perda 

econômica relacionada a essa zoonose. Entretanto, no Brasil, esses números 

podem estar subestimados devido à existência do consumo de carne bovina 
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proveniente de abatedouros clandestinos. Consequentemente, os animais abatidos 

não passam por fiscalização sanitária e os dados não são oficializados, o que 

eleva o risco de transmissão da teníase e manutenção do complexo 

teníase/cisticercose no país. 

 

2. Diagnóstico da cisticercose bovina 

2.1 Inspeção da carne 

O diagnóstico da cisticercose bovina no Brasil está baseado na inspeção da 

carne durante o abate dos animais e segue as recomendações do Regulamento da 

Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de Origem Animal - RIISPOA quanto 

aos achados post-mortem, podendo implicar em condenações parciais ou totais 

das carcaças portadoras de cisticercose (BRASIL, 1952).  

A inspeção da carne bovina para cisticercose consiste na realização de 

cortes e vistoria da musculatura bovina em locais de predileção do parasita, como 

língua, masseteres, coração e diafragma (BRASIL, 1952), porém já foi 

demonstrado que o parasita pode ser encontrado em outros locais da musculatura 

bovina (LOPES et al., 2011; MINOZZO et al., 2002;  WANZALA et al., 2002) o 

que diminui a sensibilidade do método. Além disso, a inspeção visual da carne 

detecta a infecção após a morte do animal, quando não há mais a possibilidade de 

realizar nenhum tratamento (ONYANGO-ABUJE et al., 1996a) que evite os 

prejuízos econômicos e o risco de transmissão da parasitose. 

É consenso entre pesquisadores do assunto que a inspeção visual da carne 

bovina durante o abate é insuficiente para eliminação da T. saginata, uma vez 

que apresenta um limiar de detecção limitado quando os animais são levemente 

infectados (DORNY et al. 2000; DRAELANTS et al., 1995; HARRISON et al., 

1989; HAYUNGA et al., 1991). Acredita-se que a real prevalência da 

cisticercose bovina seja de 3 a 10 vezes maior que a estimada pela inspeção 

visual (DORNY et al. 2000; GEERTS et al. 1981; ONYANGO-ABUJE et al., 

1996a).  
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O controle da cisticercose no rebanho de corte brasileiro é dificultado por 

características específicas como o sistema de criação, já que para a maioria as 

etapas de criação dos animais (cria, recria e engorda) são realizadas em 

propriedades diferentes, o que prejudica a identificação do foco de infecção 

(ROSSI et al., 2014). Outro ponto importante é o fato de que a maior parte dos 

animais infectados apresenta baixa carga parasitária e muitos passam 

despercebidos pela inspeção veterinária nos matadouros.  

 

2.2 Diagnóstico sorológico da cisticercose bovina 

2.2.1 Detecção de anticorpos para cisticercose bovina  

Ao longo dos anos, vários esforços têm sido realizados na tentativa de 

desenvolver métodos capazes de diagnosticar, ante mortem, bovinos portadores 

de cisticercose. Testes sorológicos para detecção de anticorpos contra 

metacestódeos de T. saginata em bovinos têm sido descritos (ABUSEIR et al., 

2007; FERRER et al., 2003; MINOZZO et al., 2004; MONTEIRO et al., 2006; 

OGUNREMI e BENJAMIN, 2010; PAULAN, et al., 2013; ONYANGO-ABUJE 

et al., 1996a, b), já que a infecção por Taenia spp. induz a produção de 

anticorpos (FERRER et al., 2003, 2007; FLISSER et al., 1979; HARRISON et 

al., 2005). Entretanto, a detecção dos anticorpos indica somente a exposição 

prévia do animal ao antígeno e não necessariamente infecção ativa, podendo 

resultar falso-positivo já que a imunoglobulina pode permanecer circulante 

mesmo após a eliminação do parasita (DORNY et al., 2003; HARRISON et al., 

1989). 

O principal método utilizado para diagnóstico sorológico da cisticercose 

bovina é o ensaio imunoenzimático – ELISA (Enzyme-linked immunosorbent 

assay), com o emprego de diferentes antígenos de T. saginata na fase sólida 

obtidos do fluido vesicular (ONYANGO-ABUJE et al., 1996a, b), antígenos 

totais (MINOZZO et al., 2004) ou antígenos de excreção-secreção (E/S) dos 
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metacestódeos (EICHENBERGER et al., 2013; OGUNREMI e BENJAMIN, 

2010; PAULAN et al., 2013).  

Com estudos mais aprofundados sobre antígenos imunodominantes da 

larva invasiva de T. saginata (oncosfera), diferentes peptídeos foram testados 

para o diagnóstico da cisticercose bovina. Dos seis peptídeos avaliados por Ferrer 

e colaboradores (2003) com soros de animais experimentalmente infectados, três 

mostraram-se promissores no uso como reagentes diagnósticos em teste ELISA: 

HP6-2, peptídeo derivado da molécula de adesão de superfície/secreção 

identificada pelo MAb HP6 (BENITEZ et al., 1996), Ts45S-10, peptídeo 

derivado de Ts45S – molécula de T. saginata homóloga à 45S de T. ovis 

(WATERKEYN et al., 1995) e o peptídeo TEG-1 derivado de TEG (R-Tso18), 

proteína de T. saginata homóloga à proteína de superfície de Echinococcus spp.  

(BENITEZ et al., 1998). Dois destes peptídeos (HP6-2 e Ts45S-10) foram 

testados em 2007 para avaliar a viabilidade do uso de “suco da carne” no 

diagnóstico da cisticercose bovina, visto que as amostras de sangue podem não 

estar disponíveis durante a inspeção da carne. O teste ELISA com melhor 

desempenho utilizou uma solução contendo os dois peptídeos resultando em 

sensibilidade de 100% e especificidade de 95% (ABUSEIR et al., 2007). 

A técnica de ELISA também foi empregada com antígenos heterólogos de 

metacestódeos de T. crassiceps e T. solium para detecção de anticorpos contra a 

cisticercose bovina sem, no entanto, demonstrar correlação entre o número de 

cistos recuperados de bovinos infectados experimentalmente e os valores de 

absorbância (MINOZZO et al., 2004). Onyango-Abuje et al. (1996a) obtiveram 

resultados semelhantes utilizando antígeno de fluido vesicular de T. saginata, 

não conseguindo correlacionar a carga parasitária e o nível de anticorpos em 

animais natural e experimentalmente infectados. Essas observações reforçam as 

possíveis falhas ao utilizar a detecção de anticorpos para o diagnóstico da 

cisticercose.  

Independente do tipo de antígeno utilizado é recorrente a dificuldade em 

se obter resultados satisfatórios ao testar animais com infecções leves 
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(MONTEIRO et al., 2006; PAULAN et al., 2013). Em geral, ao contrário do que 

ocorre nas infecções naturais, animais infectados artificialmente revelam maior 

intensidade da resposta imune na sorologia para cisticercose bovina, mesmo 

quando os animais recebem menor número de ovos por longo período 

(HAYUNGA et al., 1991; KYVSGAARD et al., 1990; SMITH et al., 1991). 

Monteiro et al. (2006) observaram maior número de resultados falso-negativos 

em animais com infecção natural  quando comparados a animais com infecção 

experimental, utilizando antígenos heterólogos de T. crassiceps e T. solium em 

ELISA para detecção de anticorpos (Ac-ELISA).  

Curiosamente, Ogunremi e Benjamin (2010), obtiveram altos valores de 

sensibilidade (92,9%) ao testar soros de bovinos com infecção experimental, mas 

com baixa carga parasitária (1 a 87 cistos), utilizando Ac-ELISA e antígeno de 

E/S de T. saginata. Estes resultados favoráveis podem ser explicados pelo uso do 

soro de animais experimentalmente infectados aliado à detecção específica da 

imunoglobulina G (IgG1) nos soros dos animais. 

No Brasil, a detecção de anticorpos em animais com baixa carga 

parasitária por infecção natural apresentou maior sensibilidade quando utilizado 

antígeno de fluido vesicular de T. solium na fase sólida do Ac-ELISA (64%) 

quando comparada aos antígenos E/S (52%) e fluido vesicular de T. saginata 

(49%) (PAULAN et al., 2013).  

 Visto que a detecção de anticorpos indica somente a exposição prévia do 

animal ao antígeno e não necessariamente infecção ativa (DORNY et al., 2003; 

HARRISON et al., 1989) sua utilização fica restrita, apesar de apresentar-se 

como valiosa ferramenta epidemiológica para estudos em áreas endêmicas na 

detecção de rebanhos reagentes (DORNY et al., 2000, 2002; GEERTS et al., 

1981; HARRISON et al., 1989; ONYANGO-ABUJE et al., 1996b; PAULAN et 

al., 2013). Entretanto, não atendem à principal necessidade: detectar a presença 

de parasitas vivos ou seus produtos de secreção (HARRISON et al., 1989).  
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2.2.2 Detecção de antígenos para cisticercose bovina 

Testes diagnósticos baseados na detecção de antígenos têm sido 

desenvolvidos devido à melhor correlação com a presença de cisticercos viáveis 

e, portanto, infectantes (DRAELANTS et al., 1995; HARRISON et al., 1989). 

Em especial, o teste ELISA sanduíche para detecção de antígenos circulantes 

(Ag-ELISA) baseado no uso de anticorpo monoclonal tem sido bastante 

pesquisado, na busca por um diagnóstico sensível e específico da cisticercose 

bovina. Estima-se que a detecção de antígenos circulantes por Ag-ELISA seja 2 a 

10 vezes mais sensível que a inspeção visual de rotina (DORNY et al., 2000; 

ONYANGO-ABUJE et al., 1996b).  

Os primeiros MAbs para diagnóstico de antígenos circulantes foram 

produzidos e selecionados contra antígenos de superfície e/ou de excreção/ 

secreção de metacestódeos de T. saginata (BRANDT et al., 1992; HARRISON et 

al., 1989). Ambos os ensaios de Ag-ELISA apresentaram resultados semelhantes, 

especialmente em relação à baixa sensibilidade para detectar animais levemente 

infectados. O limiar de detecção foi de 200 cistos no estudo de Harrison et al.  

(1989) e de 88 cistos vivos no estudo de Brandt et al. (1992). Ambos os testes 

também demonstraram que a detecção dos produtos de secreção/excreção dos 

metacestódeos está associada à infecção ativa, visto que animais 

experimentalmente infectados, inicialmente detectados pelo Ag-ELISA, 

deixaram de ser reagentes após o tratamento dos animais com praziquantel, para 

eliminação dos cisticercos. Já a detecção de anticorpos no soro desses animais 

manteve-se nos dois momentos e em ambos os experimentos (BRANDT et al., 

1992; HARRISON et al., 1989).  

Foi demonstrado que os Ag-ELISA utilizando os anticorpos monoclonais 

HP10 (HARRISON et al., 1989) e 2H8/ 12G5  (BRANDT et al., 1992) são 

específicos para T. saginata, apresentando baixa reação cruzada com outros 

parasitas comuns em bovinos. Entretanto, a forte reação cruzada com Taenia 

solium possibilita o uso de ambos no diagnóstico das cisticercoses suína e 

humana (HARRISON et al., 1989; BRANDT et al., 1992).  
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O sistema Ag-ELISA/ HP10 (HARRISON et al., 1989) foi utilizado 

posteriormente na investigação de antígenos circulantes em amostras de soro de 

bovinos  natural e experimentalmente infectados. Os resultados correlacionaram-

se positivamente com o número de cisticercos vivos dos animais com infecção 

experimental, sendo possível detectar bovinos albergando 14 ou mais cisticercos. 

Entretanto, o mesmo não ocorreu para os animais naturalmente infectados e a 

sensibilidade do teste foi de 22% (5/ 23) para animais portadores de 1 a 29 cistos 

vivos (ONYANGO-ABUJE et al; 1996a). A detecção por Ag-ELISA foi mais 

sensível que a inspeção de rotina, já que identificou quase o triplo de animais 

(ONYANGO-ABUJE et al., 1996a, b).  

Wanzala et al (2007) avaliaram a confiabilidade do  Ag-ELISA/ HP10 no 

diagnóstico da cisticercose bovina em bovinos do Quênia (HARRISON et al., 

1989) e obtiveram valores de sensibilidade e especificidade de 60% e 100%, 

respectivamente, em animais artificialmente infectados, enquanto que, para 

animais com infecção natural os valores foram de 80% (sensibilidade) e 60% 

(especificidade) (WANZALA et al., 2007). Entretanto, esses valores não foram 

igualmente observados na avaliação de bovinos naturalmente infectados no 

Brasil, os quais se infectam gradualmente com menor número de ovos do 

parasita, quando comparados aos experimentalmente infectados, que recebem 

maior número de ovos de uma só vez. Os valores de sensibilidade variaram de 

11% a 83% e os de especificidade de 83% – 94%, dependendo do ponto de corte 

selecionado (PAULAN et al., 2013). 

O ensaio imunoenzimático Ag-ELISA/HP10 também foi aplicado para 

avaliar o desempenho da vacinação de bovinos com diferentes antígenos. A 

técnica demonstrou ser rápida e capaz de controlar sorologicamente os animais, 

além de confirmar a eficácia da vacina testada, por indicar a presença de 

cisticercos viáveis em animais desafiados via oral (HARRISON et al., 2005). 

A sensibilidade do teste Ag-ELISA foi melhorada pela substituição dos 

MAbs da classe IgM (BRANDT et al., 1992) por MAbs da classe IgG, além do 

sucesso na dissociação de imunocomplexos com o tratamento dos soros pelo 
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calor (VAN KERCKHOVEN et al., 1998). O desempenho do Ag-ELISA com os 

dois MAbs da classe IgG (158C11 e 60H8) foi comparado ao Ag-ELISA descrito 

por Brandt et al (1992), resultando em aumento de sensibilidade de 56 para 92% 

em animais abrigando acima de 50 cisticercos, e de 4,2% para 12,7% nos animais 

menos parasitados (< 50 cistos) (VAN KERCKHOVEN et al., 1998).  

A metodologia Ag-ELISA modificada por Van Kerckhoven et al. (1998) 

foi posteriormente utilizada em estudos soro-epidemiológicos na Bélgica e 

Zâmbia (DORNY et al., 2000, 2002). Carcaças de 20 abatedouros da Bélgica 

foram avaliadas pela inspeção visual e as amostras de soro correspondentes 

foram testadas por Ag-ELISA, resultando em 0,26% de bovinos com cisticercose 

(3/1164) na inspeção e 3,09% (36/1164) de positividade na detecção de antígeno 

circulante. Entretanto, os três animais identificados na inspeção não foram 

detectados pelo Ag-ELISA, muito provavelmente devido à baixa sensibilidade do 

teste (12,8%) em animais com baixa carga parasitária (VAN KERCKHOVEN et 

al., 1998; DORNY et al., 2000). Na Zâmbia, a prevalência observada na detecção 

de antígeno circulante foi de 6,1% (38/ 628), muitas vezes maior que os dados de 

prevalência oficiais (0,02%) (DORNY et al., 2002).   

Estudo sorológico transversal realizado em diferentes abatedouros do 

nordeste da Espanha revelou soroprevalência de 1,1% por Ag-ELISA (BRANDT 

et al., 1992 modificado por DORNY et al., 2004), valor cerca de 50 vezes maior 

que a obtida na inspeção dos bovinos (0,02%) no mesmo período (19/ 90.891). A 

prevalência variou de 0 a 12,5% nos diferentes abatedouros e, de todos os 

animais reagentes no Ag-ELISA (23/2073), nenhum foi detectado pela inspeção 

visual (ALLEPUZ et al., 2012). 

O primeiro dot-ELISA para detecção de antígenos circulantes em bovinos 

com cisticercose, foi descrito utilizando o MAb 12G5 (BRANDT et al., 1992) e 

soro de 40 bovinos experimentalmente infectados. O teste foi realizado pareado 

ao Ag-ELISA descrito por Brandt et al. (1992) e os resultados apresentaram-se 

muito semelhantes: dos 11 animais com carga parasitária <100 cistos, somente 4 

(dot-ELISA) e 2 (Ag-ELISA) foram detectados, enquanto que, nos animais 
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portadores de 100 ou mais cistos, foram identificados 21/24 (dot-ELISA) e 20/24 

(Ag-ELISA) (DRAELANTS et al., 1995). Entretanto, não foram testadas 

amostras de bovinos naturalmente infectados, o que dificulta a validação do teste 

quanto à sua utilização a campo, já que a maioria dos bovinos infectados 

apresenta baixa carga parasitária.  

 

3. Anticorpos Monoclonais 

Anticorpos monoclonais ou MAbs (do inglês monoclonal antibodies) são 

ferramentas importantes capazes de identificar a presença de um epítopo de 

interesse, já que possuem especificidade de ligação ao antígeno, homogeneidade 

e permitem sua produção em quantidades ilimitadas (HARLOW e LANE, 1988).  

Os responsáveis pela descoberta da tecnologia de produção dos anticorpos 

monoclonais foram Köhler e Milstein (1975), através da obtenção de células 

híbridas produtoras de anticorpos específicos (hibridomas). A fusão de uma 

célula secretora de anticorpo (linfócito B) e uma célula tumoral (mieloma) gera 

essas células híbridas, as quais podem ser mantidas em crescimento in vitro e 

mantém a capacidade de produção do anticorpo específico (HARLOW e LANE, 

1988) (Figura 2). 
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FIGURA 2. Produção de hibridoma para obtenção de anticorpos monoclonais. 
Adaptado de Revista UNESP Ciência, abril/2011 (CHRISTANTE, 2011). 

 

As linhagens de mieloma murino têm sido bastante utilizadas na produção 

de MAbs, pois aliam características como a perda da capacidade de secreção, 

crescimento em cultura de suspensão, que permite sua produção em grande 

escala e a adaptação a diferentes condições de cultura (ROSA et al., 2012).  

Uma etapa importante na produção de MAbs é a seleção dos hibridomas, 

pois após o procedimento de fusão celular muitas células se mantém não 

fusionadas. Os linfócitos B não fusionados não prejudicam a cultura, pois são 

incapazes de crescer em cultura celular, diferentemente dos mielomas. Portanto, 

as linhagens de mieloma mais comumente utilizadas possuem uma mutação no 

gene responsável por uma das enzimas da via de salvamento da síntese de 

purinas como a hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase (HGPRT). Dessa 

forma, a suplementação do meio de cultura com algum componente que realize o 

bloqueio da via de novo da síntese de purinas obriga a célula a utilizar a via de 

salvamento. As células cuja enzima não é funcional não sobrevivem em cultura 

celular nessas condições, ao contrário das células híbridas (HARLOW e LANE, 

1988) (Figura 3).  
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FIGURA 3. Seleção enzimática de hibridomas utilizando suplemento HAT, pela 
via de síntese de nucleotídeos.  
 

Embora existam diferentes estratégias para aperfeiçoar a produção dos 

MAbs, como quimerização, humanização e outras formas de produção de MAbs 

recombinantes (HUDSON e SOURIAU, 2003) as linhagens de mieloma murino 

continuam a ser amplamente utilizadas. As fases necessárias para obtenção dos 

MAbs são: imunização dos camundongos, fusão celular, triagem ou screening, 

clonagem, amplificação e purificação dos anticorpos. O procedimento de 

clonagem é indispensável na produção dos anticorpos monoclonais, pois garante 

que a imunoglobulina obtida ao final seja oriunda de células idênticas. Todas as 

etapas necessárias para a obtenção de anticorpos monoclonais murinos estão 

representadas a seguir (Figura 4).   
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FIGURA 4. Etapas principais para produção de anticorpos monoclonais. 
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4. Sensores eletroquímicos 

 A eletroquímica estuda os sistemas capazes de gerar corrente elétrica a 

partir de reações de oxirredução ou sistemas nos quais a oxirredução ocorre pela 

a passagem de uma corrente elétrica (eletrólise). Um sistema eletroquímico é 

composto por, no mínimo, dois eletrodos (condutores eletrônicos) separados por 

um condutor eletrolítico (TICIANELLI e GONZALEZ, 2005).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

 Muitos procedimentos analíticos necessitam de uma instrumentação 

complexa e pessoal altamente especializado (ALFAYA e KUBOTA, 2002), no 

entanto, a busca por ensaios rápidos e de fácil aplicação tem sido cada vez maior. 

Sensores químicos são dispositivos com características que satisfazem essa 

necessidade e têm sido elementos essenciais na instrumentação analítica, 

podendo dispensar a utilização de aparelhos complexos e uma grande 

infraestrutura (ALFAYA e KUBOTA, 2002). 

 Com a crescente necessidade de testes analíticos simples, rápidos e baratos 

para a determinação de compostos químicos e biológicos em baixas 

concentrações, houve um crescimento no desenvolvimento de sensores 

eletroquímicos, como os potenciométricos, amperométricos e voltamétricos 

(ALEGRET, 1996; ALFAYA e KUBOTA, 2002).  

 As principais vantagens do uso de sensores eletroquímicos referem-se à 

portabilidade, facilidade de automação, possibilidade de miniaturização e baixo 

custo. As medidas são obtidas in situ e em tempo real e, mesmo não sendo 

precisas e exatas como às obtidas por outros métodos instrumentais, muitas vezes 

são suficientes para tomada de decisão (LOWINSOHN  e BERTOTTI, 2006). O 

desenvolvimento dos eletrodos impressos (screen-printed) possibilitou a 

miniaturização dos eletrodos, aliando ao sistema a redução dos custos, facilidade 

de manipulação e necessidade de baixo volume de amostra para análise 

(PUMERA et al., 2007) (Figura 5). 
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FIGURA 5. Ilustração dos componentes de um eletrodo impresso de carbono, 
com um eletrodo de trabalho (ref. 110, DropSens®). 

 

Com os avanços no campo da medicina e a necessidade de identificar e 

quantificar metabólitos de forma rápida, específicas e em amostras biológicas 

com volumes muito pequenos, houve o desenvolvimento dos biossensores 

(ALFAYA e KUBOTA, 2002). 

 

5. Biossensores 

 Os Biossensores são sensores químicos constituídos por um componente 

biológico ativo como reconhecedor conectado a um transdutor (dispositivo capaz 

de converter um tipo de sinal em outro) (Figura 6). O componente biológico faz o 

reconhecimento de determinada substância através de reação bioquímica 

específica, e o transdutor transforma o sinal biológico resultante do processo 

bioquímico em um sinal analítico mensurável (variação de corrente, potencial, 

temperatura etc). São considerados dispositivos com alta seletividade em relação 

a determinado analito (BYRNE et al., 2009; FATIBELLO-FILHO e 

CAPELATO, 1992; LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006; MEDEIROS et al., 

2012).  
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FIGURA 6. Representação esquemática de um biossensor (LIMA, 2014) 

 

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o transdutor 

utilizado em: eletroquímicos (potenciométricos, amperométricos, 

condutimétricos), ópticos, térmicos, piezoelétricos (detector de massa), entre 

outros (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992; LOWINSOHN e 

BERTOTTI, 2006). O componente biológico ativo (reconhecedor) pode ser uma 

célula, enzima, antígeno, anticorpo, ácidos nucleicos, dentre outros (ALFAYA  e 

KUBOTA, 2002; FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992; MOINA e 

YBARRA, 2012).  

 A possibilidade de imobilizar um material biológico no sensor é 

interessante por permitir a redução do custo por análise, aumentar a rapidez e 

exatidão do processo, já que não há a necessidade de sua retirada do meio de 

reação para posterior aplicação (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992). 

Quando o material biológico imobilizado é um antígeno ou anticorpo, ou seja, a 

resposta bioquímica está ligada à interação antígeno-anticorpo, o biossensor é 

denominado imunossensor (NORTH, 1985; PEREIRA et al., 2002; RICARDI et 

al., 2002).  

Processamento 
de dados 
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Imunossensores podem ser construídos para a detecção de antígenos ou de 

anticorpos, mas prefere-se a detecção de anticorpos, pois a imobilização da 

imunoglobulina sobre uma superfície pode ter como consequência a perda de 

afinidade (MOINA e YBARRA, 2012). É importante ressaltar que as 

sensibilidades dos ensaios dependem tanto das propriedades do transdutor quanto 

da qualidade do anticorpo empregado (BYRNE et al., 2009).  

Imunossensores baseados nos diferentes tipos de transdutores têm sido 

utilizados para a determinação de bactérias, fungos, vírus patogênicos e toxinas. 

Os sistemas de captura são frequentemente utilizados envolvendo a imobilização 

do anticorpo e a subsequente captura do agente e, quando necessário, a adição de 

um anticorpo secundário para aumentar a sensibilidade (BYRNE et al., 2009). 

Em decorrência da elevada estabilidade do complexo antígeno-anticorpo, uma 

vez que ele se forma, não permite a reutilização do imunossensor, o que faz com 

que a maioria seja de uso único (MOINA e YBARRA, 2012).  

Houve um aumento expressivo de publicações nos últimos anos sobre 

imunossensores, segundo levantamento realizado em 2012 (Figura 7), com 

destaque para os imunossensores eletroquímicos, possivelmente devido à 

facilidade de sua integração com a instrumentação eletrônica (MOINA e 

YBARRA, 2012). 
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FIGURA 7. Evolução do número de artigos publicados sobre imunossensores de 
1990 a 2011 na plataforma Scopus (Fonte: MOINA e YBARRA, 2012). 

 

O futuro quanto à utilização dos imunossensores é considerado promissor, 

especialmente na área diagnóstica, devido à alta especificidade e baixos limiares 

de detecção (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992; ZHAO et al., 2006), 

aliados ao fato de serem compactos, permitindo o uso de amostras em microlitros 

e sua utilização em áreas subdesenvolvidas ou isoladas, onde a realização de 

imunoensaios como o ELISA não são possíveis. Os biossensores ainda podem 

contar com as melhorias proporcionadas com o uso de nanomateriais e 

nanoestruturas (MOINA e YBARRA, 2012). Acredita-se que a Medicina 

Veterinária também possa se beneficiar com essa tecnologia permitindo a 

realização do diagnóstico das enfermidades animais a campo, de forma rápida, 

confiável e sensível.   
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6. Filmes automontados Layer-by-Layer (LbL) 

 O método de produção de filmes automontados camada por camada 

(Layer-by-Layer) foi primeiramente proposto por Decher e colaboradores (1992). 

Baseado no emprego de materiais com cargas opostas para a produção dos 

filmes, o método permitiu adsorver espécies aniônicas e catiônicas sobre 

substratos sólidos (DECHER et al., 1992; LVOV et al., 1993). Para que ocorra 

adsorção por atração eletrostática, o substrato deve apresentar carga oposta à da 

primeira solução utilizada, assim como a segunda solução precisa ter carga 

oposta à primeira. Os procedimentos de lavagens são realizados para retirar o 

excesso de material e a repetição deste processo promove a formação de filmes 

ultrafinos com multicamadas (PATERNO et al., 2001) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

FIGURA 8. Representação esquemática da formação de filmes automontados 
Layer-by-Layer (LbL) por adsorção sequencial de polieletrólitos com cargas 
opostas. Adaptado de Xiang et al., 2012. 

 

O método LbL tem sido amplamente utilizado na produção de filmes 

nanoestruturados devido às suas principais vantagens como facilidade na 

Substrato Policátion Lavagem Poliânion Lavagem 
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construção, baixo custo e sem a necessidade de materiais elaborados (DECHER 

et al., 1992; LVOV et al., 1993; ZHAO et al., 2006). 

O emprego da técnica LbL em imunossensores se destaca pela grande 

quantidade de materiais que pode ser utilizada (CRESPILHO et al., 2006) e por 

serem construídos com substâncias solúveis em água, favorecendo o emprego de 

biomoléculas. Também possibilita a adequação das condições, como pH e 

temperatura, para preservar as biomoléculas, minimizando sua desnaturação 

(ARIGA et al., 2006; CRESPILHO et al., 2006). 

 Diversos biopolímeros naturais tem sido utilizados como matriz para 

imobilização de biomoléculas, possibilitando a produção de biossensores mais 

estáveis, sensíveis e seletivos, como quitina (KRAJEWSKA, 2004), quitosana 

(BARSAN et al., 2014; KRAJEWSKA, 2004; NOGUEIRA et al., 2010) e 

fibroína da seda (MORAES et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2010). 

 

7. Fibroína da seda 

A seda produzida pelo Bombyx mori, popularmente conhecido como 

bicho-da-seda, é composta por dois tipos de proteínas: a sericina e a fibroína. A 

fibroína localiza-se no centro da seda e é envolta por camadas de sericina 

(ALTMAN et al., 2003) (Figura 9). A fibroína da seda é formada por 

polipeptídeos de cadeia leve (25kDa) e pesada (350kDa), com domínios de 

folhas-β e caráter aniônico (ZHOU et al., 2000), ou seja, devido às cargas 

negativas em sua cadeia, atrai e se liga a moléculas com cargas positivas. 
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FIGURA 9. Micrografia eletrônica de varredura da estrutura da seda, destacando 
a fibroína revestida pela sericina. Créditos: Dr. A Motta, Universidade de Trento, 
Itália. Fonte: SANTIN e PHILLIPS, 2012. 

 

Os aminoácidos que compõem a fibroína da seda são principalmente 

glicina, alanina e serina, apresentando em menor quantidade tirosina e triptofano 

além de outros aminoácidos residuais. As repetições de glicina e alanina formam 

o arranjo de folhas-β assimétricas (região cristalina), de forma que um lado é 

ocupado por hidrogênios de glicina e o outro por grupos metila das alaninas. As 

propriedades mecânicas dependem dessa estrutura cristalina, que é 

predominantemente hidrofóbica (Figura 10). Já a região amorfa é hidrofílica e 

capaz de reter a umidade, sendo formada pela maior parte dos aminoácidos com 

uma cadeia lateral volumosa e polar (CHENG et al., 2014; VEPARI e KAPLAN, 

2007; ZHOU et al., 2000).  

 

sericina 

fibroína 
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FIGURA 10. Ilustração dos domínios de folhas-β incorporados na matriz 
amorfa. Os pontos azuis representam moléculas de água. Adaptado de Cheng et 
al., 2014. 

 

A fibroína da seda é um biopolímero amplamente estudado e utilizado 

para aplicações em biomateriais. Apresenta excelentes propriedades mecânicas, 

estruturais e de biocompatibilidade, motivos que explicam seu emprego em 

estudos in vitro e in vivo (ALTMAN et al., 2003; SANTIN et al., 1999; YUCEL 

et al., 2014). O uso dessa proteína é amplo e compreende a fabricação de 

hidrogéis, fibras, esponjas, microesferas e filmes finos, com sua aplicação como 

suporte (scaffold) para engenharia de tecidos e modelos in vitro, drug delivery e 

imobilização de biomoléculas em sensores (ALTMAN et al., 2003; MORAES et 

al., 2013; ROCKWOOD et al., 2011; YUCEL et al., 2014). 

 

 

 

 

 

domínio de folhas-β domínio amorfo 
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Highlights 

1. we develop an immunosensor based on the immobilization of silk fibroin 

and a monoclonal antibody against Taenia saginata antigen 

2. test showed 100% of specificity and 58.3% of sensitivity  

3. the tool was able to detect circulating antigens in low parasitic burden 

cows.  
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Graphical Abstract 

 

 

1. Introdução 
 

 A cisticercose bovina é uma doença cosmopolita caracterizada pela 

presença de formas metacestóides da Taenia saginata na musculatura dos 

bovinos, hospedeiros intermediários no ciclo deste parasita (Lightowlers et al., 

1996; Hoberg, 2002).  

 A ocorrência da cisticercose está associada a países em desenvolvimento, 

como o Brasil, que apresentam falta de infraestrutura sanitária adequada e más 

práticas de criação dos animais, permitindo a contaminação das pastagens e 

aguadas com fezes humanas (Neves, 1998; WHO, 2014). O controle da 

cisticercose no rebanho de corte brasileiro é ainda mais difícil devido ao 

comércio e consumo de carne bovina proveniente de abates clandestinos (sem 

inspeção sanitária das carcaças). 

A prevalência da cisticercose bovina no Brasil varia conforme a região, 

sendo de 0,01% a 3,34% (Dutra et al., 2012). Entretanto, como a detecção da 

cisticercose bovina em animais com baixa carga parasitária é limitada (Harrison 

et al., 1989; Draelants et al., 1995; Dorny et al., 2000), acredita-se que a 
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prevalência real seja de 3 a 10 vezes maior que a estimada pela inspeção visual 

(Onyango-Abuje et al., 1996a; Dorny et al., 2000). 

O diagnóstico da cisticercose bovina é rotineiramente feito após o abate 

dos animais, no momento da inspeção das carcaças, e consiste na observação e 

realização de cortes da musculatura e órgãos determinados (língua, masseteres, 

coração e diafragma).  Assim, os prejuízos financeiros acarretados com esta 

enfermidade devem-se às condenações parciais (tratamento por salga ou 

congelamento) ou totais das carcaças infectadas, dependendo do grau de infecção 

(Brasil, 1952; Fernandes & Buzetti, 2001; Almeida et al., 2006).  

 A detecção de anticorpos para a cisticercose bovina apresenta-se como 

valiosa ferramenta para estudos epidemiológicos (Harrison et al., 1989; 

Onyango-Abuje et al., 1996b; Dorny et al., 2000, 2002), mas não atende à 

principal necessidade que é identificar a presença de parasitas vivos ou seus 

produtos de secreção (Harrison et al., 1989). Já a detecção de antígenos 

circulantes (Ag-ELISA) baseada no uso de anticorpo monoclonal (MAb) tem 

sido utilizada para o diagnóstico de infecção ativa embora tenha sensibilidade 

diagnóstica baixa em animais com pouca carga parasitária (Harrison et al., 1989; 

Brandt et al., 1992; Onyango-Abuje et al., 1996; Van Kerckhoven et al., 1998; 

Dorny et al., 2000; Paulan et al., 2013). 

 O uso de biossensores no campo da medicina tem permitido identificar e 

quantificar metabólitos de forma rápida, específica e em pequenos volumes de 

amostras biológicas (Alfaya & Kubota, 2002; Lowinsohn & Bertotti, 2006). Os 

imunossensores são biossensores cuja resposta bioquímica está ligada à interação 

antígeno-anticorpo, podendo ser utilizado para detecção de anticorpos ou de 

antígenos (Pereira et al., 2002; Ricardi et al., 2002). 

O presente trabalho descreve o desenvolvimento do primeiro 

imunossensor para o diagnóstico da cisticercose bovina no mundo, na busca por 

maior rapidez, menor custo e facilidade de execução, vislumbrando sua aplicação 

para o diagnóstico ante mortem desta zoonose.   
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2. Material e Métodos 

  

A fibroína da seda (SF, do inglês silk fibroin) foi extraída de casulos do 

bicho-da-seda (Bombyx mori) (Fiação de Seda BRATAC S.A., Brasil) e 

processada no Laboratório de Materiais Fotônicos (LAMF) do Instituto de 

Química da UNESP de Araraquara para remoção da sericina, segundo Rockwood 

et al. (2011). A solução de fibroína da seda foi mantida a 4oC e diluída em 

solução aquosa na concentração final de 0,1% para a produção dos filmes. 

 A quitosana testada na produção de filmes finos foi obtida comercialmente 

(Sigma®) e diluída segundo protocolo do fabricante, mantida a 4oC até o 

momento do uso, sendo utilizada a 0,2%, em solução aquosa. 

 O anticorpo monoclonal (TAEB) utilizado para crescimento dos filmes e 

imobilizado no imunossensor é da classe IgM, o qual foi produzido a partir de 

extrato antigênico bruto de metacestóides de T. saginata (Vicentini-Oliveira, 

2010).  

O antígeno de excreção/ secreção (E/S) de T. saginata foi obtido a partir 

de formas metacestóides de bovinos naturalmente infectados. Os metacestódeos 

foram lavados em solução salina tamponada (PBS) contendo solução de 

antibióticos e antimicótico a 10% (v/v) (Gibco®), mantidos em cultura com meio 

RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com soro fetal bovino (SFB, Gibco®) a 10% 

em estufa a 37oC, com 5% de CO2. Após 3 dias, o meio de cultura foi substituído 

por DMEM F12 (Gibco®) sem SFB, com troca do meio a cada 48 horas. Os 

cistos foram mantidos em cultura por 15 dias e, a cada troca, o meio de cultura 

retirado foi congelado em frascos estéreis, a -80oC. Os sobrenadantes coletados 

foram submetidos à diálise contra PBS durante 3 dias, a 4oC, com troca da 

solução a cada 12 horas, e  liofilizados.  

As amostras de soro de bovinos utilizadas nos testes foram gentilmente 

cedidas pelo Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular da Faculdade de 

Medicina Veterinária da UNESP de Araçatuba, sendo 3 de bezerros, 8 de 
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bovinos adultos negativos e 9 de bovinos positivos à inspeção sanitária, os quais 

apresentaram de 1 a 2 cistos, 1 bovino adulto com infecção experimental e 2 

bovinos adultos provenientes de fazenda com alta taxa de infecção por T. 

saginata (não inspecionados).   

 

2.1. Preparo dos filmes sobre substrato de quartzo 

 Lâminas de quartzo (substrato) foram imersas em solução aquosa de 

fibroína da seda (SF) a 0,1% ou de quitosana (Q) a 0,2%, durante 10 minutos, 

para adsorção do biopolímero na superfície. Em seguida, foram lavadas em água 

ultrapura (Milli Q, Millipore®) para a retirada das moléculas não adsorvidas. 

Após secagem com jato de nitrogênio comprimido (N2) (primeira camada), as 

lâminas ficaram imersas por 10 minutos em PBS (pH 7,4) contendo o anticorpo 

monoclonal TAEB a 5µg/mL, foram lavadas em água ultrapura (Milli Q, 

Millipore®) e secas com nitrogênio comprimido (segunda camada) (Figura 1). 

Este procedimento foi repetido consecutivamente até a obtenção de 5 bicamadas 

de SF/TAEB ou Q/TAEB, totalizando 10 camadas em cada filme. 

A cada camada foram realizadas medidas de espectroscopia de UV-visível 

(Hitachi High-Technologies Corporation, U-2900) para os espectros de absorção 

e medidas de fluorescência (Shimadzu Scientific Instruments Inc., RF5301PC) 

para os espectros de emissão de luz. O comprimento de onda de excitação usado 

para obtenção dos espectros foi de 280 nm, devido aos aminoácidos triptofano e 

tirosina presentes na fibroína da seda e nos anticorpos monoclonais. Esses 

procedimentos foram realizados no Laboratório de Polímeros Bernard Gross do 

Instituto de Física de São Carlos (IFSC) da USP de São Carlos. 
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Figura 1: Esquematização do procedimento de preparo dos filmes automontados 
por meio da técnica camada por camada (LbL, do inglês Layer-by-Layer). As 
soluções 1 e 3 representam, respectivamente, a fibroína da seda e o anticorpo 
monoclonal e 2 e 4 representam a água ultrapura utilizada para lavagem e 
remoção de moléculas fracamente adsorvidas. Adaptado de Lima, 2014. 

 

2.2 Preparo dos filmes sobre eletrodos impressos de carbono 

 Os eletrodos impressos de carbono foram adquiridos comercialmente 

(DropSens®). Em momentos distintos foram utilizados eletrodos com 1 (110, 

DropSens®) ou 2 (C1110, DropSens®) eletrodos de trabalho. Os eletrodos duplos 

foram utilizados para avaliar a especificidade do imunossensor, e os eletrodos 

simples (1 eletrodo de trabalho) para as demais análises. 

 Filmes automontados de SF e TAEB foram produzidos sobre os eletrodos 

de carbono, os quais receberam 1 bicamada (Figura 2a) ou 3 bicamadas (Figura 

2b).  
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Figura 2: Representação esquemática dos filmes LbL de fibroína da seda e 
anticorpo TAEB (SF/ TAEB) com (a) 1 bicamada ou (b) 3 bicamadas 
depositadas sobre eletrodos impressos de carbono. Adaptado de Moraes et al., 
2013. 

 

Em ambos os casos, as camadas foram produzidas por deposição das 

soluções no eletrodo de trabalho utilizando-se micropipetas, até a total cobertura 

do mesmo. A solução de SF a 0,1% foi adsorvida durante dez minutos nos 

eletrodos com 3 bicamadas e, por quarenta minutos nos eletrodos com 1 

bicamada. Todos foram lavados duas vezes com água ultrapura, secos e, em 

seguida, aplicou-se a solução de PBS (pH 7.4) com anticorpo TAEB, a 10µg/mL, 

obedecendo ao mesmo tempo de adsorção para a SF em cada caso. Após a 

incubação os eletrodos receberam duas lavagens com água ultrapura e foram 

utilizados após secagem.  

   

2.3. Análises das amostras nos biossensores produzidos 

2.3.1. Análises em sensores contendo dois eletrodos de trabalho  

 Os eletrodos duplos foram preparados de forma que, em um eletrodo foi 

depositada somente uma camada de fibroína da seda (SF1) e no outro uma 

bicamada de fibroína/ TAEB (SF1/TAEB1) (Figura 3). Para a primeira medida, 

adicionou-se a amostra de soro negativo sobre os eletrodos, durante 5 minutos e, 

SF TAEB 
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após lavagem com PBS (pH 7.4), os eletrodos foram recobertos com PBS 

(solução eletrolítica) para a obtenção do voltamograma cíclico. Em seguida, o 

mesmo procedimento foi realizado com a amostra de soro positivo.  

 

Figura 3: Representação esquemática dos filmes LbL de fibroína da seda e 
anticorpo TAEB (SF/ TAEB) em eletrodo com dois eletrodos de trabalho. Um 
dos eletrodos de trabalho contendo uma camada de SF e o outro 1 bicamada de 
SF/TAEB automontada.  

 

2.3.2. Análises em sensores contendo um eletrodo de trabalho 

Após a montagem dos eletrodos Layer-by-Layer (LbL), foram realizados  

testes com antígeno de excreção/ secreção (E/S) de T. saginata em diferentes 

concentrações, e com amostras de soro bovino. Após a primeira medida realizada 

somente com PBS (curva basal), 20µL da amostra teste foram adicionados sobre 

o eletrodo de trabalho e incubados durante 10 minutos, a temperatura ambiente.  

Realizou-se uma lavagem do eletrodo com 200µL de PBS (pH 7.4) e a medição 

foi iniciada após total cobertura de toda a superfície do eletrodo com 200µL de 

PBS (solução eletrolítica) (Figura 4).  
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Figura 4. Eletrodos cobertos por 200µL solução eletrolítica (PBS pH 7.4). 

 

 2.4 Técnica de Voltametria Cíclica 

A voltametria cíclica é uma técnica eletroquímica amplamente utilizada 

como critério de diagnóstico qualitativo dos processos que acontecem na 

interface. Utilizando como variáveis a velocidade de varredura e os potenciais 

iniciais e finais, é possível identificar processos de oxidação, redução e de 

adsorção/ dessorção e determinar se correspondem a um processo reversível ou 

irreversível (Ticianelli & Gonzalez, 2005). As informações de uma espécie 

química são obtidas a partir do registro de curvas corrente-potencial, que são 

registradas simultaneamente e chamadas voltamogramas (Pacheco et al., 2013). 

Os voltamogramas cíclicos foram realizados em Bipotenciostato/ 

galvanostato µ-Stat 400 portátil (DropSens®) e analisados com software 

DropView (DropSens®). A velocidade de varredura utilizada foi de 0,05 V/s, 

com intervalo potencial de -0,6 a 0,6 V. Os dados obtidos foram analisados com 

o auxílio do software OriginPro 8 (OriginLab®). 

 

2.5 Análise estatística 

 O cálculo de variação da corrente elétrica gerada nos voltamogramas 

cíclicos foi realizado de duas formas, após fixar o valor de potencial em 0,4V e 

encontrar o valor de corrente elétrica correspondente para cada amostra: 

a) Cálculo da razão entre dois pontos: A% = X/Y x 100, com A representando 

o aumento da corrente elétrica gerada em porcentagem (%); 
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b) Cálculo da diferença entre dois pontos: A = X - Y, onde A representa em a 

diferença entre os dois valores de corrente obtidos. 

Nos dois casos, X é o valor de corrente obtido após medida de uma amostra e 

Y é o valor da corrente obtido na curva basal (PBS).  

Após a realização dos cálculos, os valores de dados descritivos foram obtidos 

com auxílio do software OriginPro 8 (OriginLab®) e definiu-se o ponto de corte 

clássico a ser utilizado nas análises, como sendo o valor da média das amostras 

negativas somado ao dobro do valor do desvio padrão (médiaNEG + 2x DP). 

Para os cálculos de especificidade e sensibilidade, aplicou-se o teorema de 

Bayes.  

 

3. Resultados e Discussão  

3.1 Crescimento dos filmes automontados SF/TAEB caracterizados por UV-

visível 

A adsorção da fibroína da seda e MAb TAEB sobre o substrato de quartzo 

foi monitorada, a cada camada depositada, por espectroscopia de UV-visível. A 

Figura 4 mostra o espectro de absorção para o crescimento do filme 

fibroína/TAEB até o total de 5 bicamadas depositadas. 

A figura inserida (inserção - Figura 5) mostra a absorção em 280 nm 

versus o número de camada de SF e TAEB depositada. As duas primeiras 

camadas, que representam a adsorção do MAb TAEB sobre a fibroína 

(SF1/TAEB1, inserção - Figura 5), não apresentaram aumento na absorção, 

provavelmente porque o substrato não foi totalmente recoberto pelo material 

(Lobo et al., 2003). Observou-se um aumento linear (R2 = 0,97) na absorbância 

até a terceira bicamada (SF3/TAEB3), indicando que a mesma quantidade de 

material foi adsorvida a cada camada depositada (Decher et al., 1992). 

Entretanto, para as camadas seguintes o mesmo não pode ser observado, o que 
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pode ser justificado pela dificuldade de absorção de múltiplas camadas após a 

adição do anticorpo TAEB, devido ao alto peso molecular (IgM = 900kDa).  
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Figura 5. Espectros de absorção por UV-vis do filme de fibroína da seda/ TAEB, 
contendo bicamadas. Inserção: Aumento da absorção a 280nm em função do 
número de camadas depositadas (SF/ TAEB). 

 

Com intuito de melhorar a imobilização do anticorpo, filmes 

automontados contendo quitosana como matriz de imobilização foram 

investigados. Entretanto, mesmo após 10 procedimentos de imersões alternadas 

em ambas as soluções (quitosana e TAEB), observou-se ausência de absorção 

das bicamadas. O mesmo foi observado nas análises de espectros de emissão por 

fluorescência (dados não mostrados). Assim, o uso da quitosana para esta 

finalidade foi excluído das etapas seguintes do presente trabalho. 



40 
 

3.2. Caracterização dos filmes por Análise de Fluorescência 

 Dentre os aminoácidos aromáticos (Triptofano, tirosina e fenilalanina), o 

mais utilizado para análise de alteração estrutural de proteínas e a interação com 

outras moléculas por espectroscopia de fluorescência é o triptofano (Lakowicz, 

2006). O máximo de emissão da fibroína da seda em solução foi observado em 

306 nm referente aos aminoácidos tirosina, presente em grande proporção na 

fibroína da seda, e uma contribuição distinta por volta de 340 nm que pode ser 

atribuído ao aminoácido triptofano presente na fibroína, quando exposto ao meio. 

Para o anticorpo monoclonal TAEB em solução o máximo de emissão foi 

observado em 338 nm que pode ser justificado pela presença do triptofano no 

anticorpo (Figura 6). 

 

Figura 6. Espectros de fluorescência da fibroína da seda em solução aquosa 
(linha em preto) e do anticorpo monoclonal TAEB em solução (linha em azul), 
com excitação em 280nm.   

 

Durante a formação do filme (sobreposição das camadas) foram realizadas 

as medições dos espectros de fluorescência a cada camada depositada. O máximo 
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de emissão para uma camada de fibroína da seda foi de 309 nm e um “ombro” 

em 363 nm, referente aos aminoácidos tirosina e triptofano, respectivamente. 

Nota-se que a emissão do triptofano teve um deslocamento de 23 nm no máximo 

de emissão que pode ser atribuído à conformação estrutural da fibroína que, 

quando em solução, apresenta uma estrutura secundária aleatória e em filmes 

automontados sua estrutura é predominantemente folha- (Wang et al., 2005; 

Moraes et al., 2013). A adsorção do anticorpo monoclonal sobre a fibroína pode 

ser observada com o espectro de emissão SF1/TAEB1, ou seja, quando uma 

camada de TAEB foi adicionada à fibroína, com o máximo de emissão de 317 

nm (Figura 7, linha em vermelho). Esse máximo é a soma do máximo de emissão 

da fibroína e do anticorpo monoclonal (Figura 7).   
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Figura 7. Espectros de fluorescência do filme automontado a cada camada de 
fibroína da seda (SF) e anticorpo (TAEB) até duas bicamadas, com excitação em 
280nm. 

  

 A análise do gráfico da Figura 7 mostra que não houve aumento da 

fluorescência na segunda bicamada (SF2/TAEB2) após a adsorção do anticorpo à 
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fibroína (curva em verde). Este efeito pode ser atribuído ao alto peso molecular 

do MAb TAEB (IgM), causando a supressão da emissão. 

 

3.3 Aplicação dos filmes de SF/ TAEB como imunossensor 

3.3.1 Detecção Eletroquímica em sensores com dois eletrodos de trabalho 

 

 Os imunossensores com dois eletrodos de trabalho mostraram que há 

especificidade da ligação antígeno-anticorpo no sistema, após a incubação com 

amostra de soro positivo.  

O eletrodo contendo somente a fibroína da seda não demonstrou alteração 

de corrente significativa entre as incubações com amostras de soro negativo e 

positivo (Figura 8, a). Entretanto, o eletrodo contendo a bicamada SF1/TAEB1 

apresentou, após incubação com soro positivo, um pico próximo de 0,3V, com 

diferença de corrente de 1,1µA em comparação à curva do soro negativo (Figura 

8, b). Essa diferença, portanto, pode ser atribuída à interação do antígeno ao 

anticorpo monoclonal, comprovando a especificidade do MAb TAEB, já que as 

medidas foram realizadas simultaneamente.  
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Figura 8. Voltamogramas cíclicos obtidos após incubação de soros negativos e 
positivos em eletrodo contendo somente fibroína da seda (SF) (a) e 1 bicamada 
de SF/TAEB (b). 

 

3.3.2 Detecção Eletroquímica em sensores com um eletrodo de trabalho 

 

 Partindo dos resultados de crescimento dos filmes por UV-visível, a 

detecção eletroquímica nos eletrodos produzidos com três bicamadas 

(SF3/TAEB3) foi avaliada. Não foram observados resultados satisfatórios 

quando testados com amostras de soro dos animais (bovinos negativos e 

positivos), já que não foi possível diferenciar as respostas devido à sobreposição 

dos voltamogramas cíclicos (Figura 9).  
 

Potencial (V) Potencial (V) 

                SF – soro NEG 
                SF – soro POS 

             SF/TAEB – soro NEG 
             SF/TAEB – soro POS 

a b 
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Figura 9. Voltamogramas cíclicos obtidos após incubação de soro negativo e 
positivo em eletrodos produzidos com 3 bicamadas de fibroína da seda e 
anticorpo TAEB. 

 

Desta forma, e em virtude dos resultados observados no crescimento dos 

filmes por fluorescência, optou-se pela utilização de filmes automontados com 

SF e TAEB sobre eletrodos de carbono contendo somente 1 bicamada. Para 

melhorar a imobilização do anticorpo sobre uma camada de fibroína e, na 

tentativa de aumentar a eficiência do bloqueio de sítios não preenchidos do 

eletrodo, aumentou-se o tempo de adsorção da fibroína e do anticorpo para 40 

minutos cada.  

Estão ilustrados na Figura 10 os voltamogramas cíclicos obtidos na 

produção do filme com 1 bicamada sobre o eletrodo, cujas medidas foram 

realizadas com PBS a cada etapa da formação do filme. O primeiro 

voltamograma cíclico (linha em preto) representa a amplitude da corrente no 

eletrodo contendo somente a camada de fibroína da seda. O voltamograma 

cíclico após a adsorção do anticorpo monoclonal TAEB (linha em vermelho) 

exibiu, em relação à situação anterior (SF), uma redução da corrente elétrica em 

aproximadamente 7µA (Figura 10, seta azul). Acredita-se que a redução da 
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corrente para potenciais baixos pode ser atribuída à redução das espécies gerada 

pela adsorção do anticorpo na superfície do eletrodo.  

Observa-se também um aumento da corrente elétrica do ciclo catódico, 

demonstrando que existe um processo de oxidação após a ligação com o 

anticorpo (Figura 10 – inserção). Estes dados corroboram as medidas de UV-

visível e fluorescência, evidenciando a adsorção do TAEB sobre a fibroína da 

seda. 
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Figura 10. Voltamograma cíclico evidenciando a alteração de corrente após a 
fixação do anticorpo monoclonal sobre a fibroína da seda (seta azul). Inserção: 
ampliação da área indicada mostra o aumento da corrente no ciclo catódico após 
a fixação do MAb TAEB sobre a fibroína da seda. 

 

O imunossensor produzido contendo 1 bicamada de SF/TAEB foi testado 

frente a diferentes concentrações de antígeno E/S de T. saginata. A Figura 11 

mostra a resposta do filme frente às diluições de E/S em PBS, que variaram de 
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0,01µg/mL a 5,0µg/mL. O imunossensor descrito foi capaz de detectar o 

antígeno em soluções de 0,1µg/mL até 5,0µg/mL (Figura 11).  
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Figura 11. Curva analítica dos filmes automontados contendo 1 bicamada de 
fibroína/TAEB na presença de diferentes concentrações de antígeno E/S de T. 
saginata: 0,01µg/mL; 0,05µg/mL; 0,1µg/mL; 0,5µg/mL; 1,0µg/mL; 5,0µg/mL). 

 

Não foi possível, entretanto, calcular a sensibilidade do imunossensor 

através da curva, visto que para os valores testados, a curva analítica não 

apresentou adequada linearidade (R2 = 0,64). Nesta proposta, portanto, validou-se 

a identificação do antígeno nas amostras de soro bovino de forma qualitativa, ou 

seja, somente quanto à sua presença ou ausência. 

 

3.3.3 Análise dos imunossensores com amostras de soro de bovinos 

A partir da análise de três amostras de soro de bezerros 

(comprovadamente não infectados por T. saginata), foi produzido um 

voltamograma cíclico com barras de erro como uma curva padrão, obtido através 
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das médias das amostras soronegativas para cisticercose bovina (bezerros) com 

desvio padrão ponto a ponto (Figura 12, curva em vermelho). Os voltamogramas 

cíclicos produzidos pelas amostras restantes (soros negativos e positivos) foram 

comparados à esta curva para análise inicial dos resultados obtidos.   

O voltamograma cíclico destacado em azul (Figura 12, a) refere-se à 

medida de amostra de soro bovino negativo à inspeção visual, juntamente com o 

voltamograma com barras de erro, mostrando a manutenção da curva teste dentro 

da curva padrão. Já o voltamograma em verde é resultado da leitura após 

incubação de amostra de soro positivo à inspeção sanitária, ou seja, o animal 

possuía cisticercos na musculatura e, consequentemente, antígenos de T. saginata 

circulantes (Figura 12, b). Neste voltamograma observa-se aumento na densidade 

de elétrons entre os potenciais 0,3V e 0,6V, isto é, as curvas referentes às 

medidas de amostras infectadas aumentam em relação à curva padrão de sinal 

negativo.  
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Figura 12. Voltamogramas cíclicos dos filmes Layer-by-Layer de SF/TAEB com 
1 bicamada, na presença de soros-controle negativos (curva em vermelho), a: 
amostra negativa para cisticercose segundo a inspeção visual (curva em azul), e 
b: amostra positiva para cisticercose bovina (curva em verde). Inserção: região 
de detecção ampliada.  

a b 
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A especificidade foi de 100%, considerando as 8 amostras negativas 

testadas, de forma que as curvas produzidas após incubação de cada amostra de 

soro animal sem cisticercose mantiveram-se dentro da curva de média com 

desvio padrão. A sensibilidade apresentada foi menor (58,3%), sendo que das 12 

amostras de animais com cisticercose, 5 também apresentaram voltamogramas 

cíclicos que permaneceram na curva de média dos animais negativos, ou seja, 

baseado nessa análise, seriam classificados como não portadores de cisticercose 

(falso-negativos) (dados não mostrados). A principal dificuldade no diagnóstico 

da cisticercose em bovinos é conseguir detectar os animais com baixa carga 

parasitária, como as amostras de onze bovinos utilizados neste trabalho. Estes 

resultados assemelham-se aos das pesquisas que utilizaram o teste de ELISA 

sanduíche para detecção de antígenos circulantes de T. saginata em bovinos 

(Harrison et al., 1989; Brandt et al., 1992; Onyango-Abuje et al., 1996; Van 

Kerckhoven et al., 1998; Dorny et al., 2000; Paulan et al., 2013). A dificuldade 

da transdução eficiente da ligação antígeno-anticorpo em sinal detectável e útil, 

sem a participação de uma reação enzimática, já foi relatada (North, 1985). 

Uma constatação importante foi a grande variação observada entre os 

voltamogramas basais, ou seja, aqueles produzidos somente com adição da 

solução eletrolítica (PBS) sobre o eletrodo (dados não mostrados). Esses 

voltamogramas foram feitos em todos os imunossensores, antes da incubação das 

amostras. Vale lembrar que para cada amostra foi utilizado um eletrodo diferente. 

Dessa forma, a falta de homogeneidade nos voltamogramas cíclicos basais, 

resultou em dificuldade na comparação dos resultados entre todas as amostras 

testadas.  

Devido à variação observada nos voltamogramas basais, buscou-se 

normalizar os valores obtidos de corrente através de duas formas de análises dos 

dados. Assim, após fixar o valor de potencial em 0,4V verificou-se o valor 

correspondente da corrente elétrica para cada voltamograma cíclico das amostras 

e das suas respectivas curvas basais (PBS) (Figura 13). 
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Figura 13. Voltamogramas cíclicos obtidos em eletrodo com 1 bicamada de 
SF/TAEB de curva basal (PBS) e curva após incubação de amostra de soro 
bovino com cisticercose. Destaque para os pontos selecionados para 
normalização dos resultados (  ). 

 

As análises estatísticas foram realizadas considerando-se que os 8 animais 

classificados como negativos na inspeção visual são verdadeiramente negativos, 

perfazendo um total de 11 amostras de soro negativas e 12 amostras de soro 

positivas. 

Os valores de sensibilidade e especificidade do teste, considerando-se a 

porcentagem de aumento de corrente (A% = X/Y  x 100), foram de 67% e 91,0%, 

respectivamente. Considerando-se somente a diferença entre os valores de 

corrente (A = X - Y), obteve-se 83% de sensibilidade e 100% de especificidade. 

Apesar do pequeno número de amostras analisado, estes resultados são 

semelhantes ou mais promissores em relação aos obtidos por outros 

pesquisadores utilizando a técnica de ELISA sanduíche para diagnóstico de 

antígenos circulantes em bovinos (Harrison et al., 1989; Brandt et al., 1992; 
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Minozzo et al., 2004; Monteiro et al., 2006; Ogunremi & Benjamin, 2010). Em 

virtude dos resultados obtidos, um comunicado de inovação para o protótipo de 

imunossensor no diagnóstico da cisticercose bovina foi submetido à Agência 

UNESP de Inovação (AUIN), para análise de pedido de patente.  

 

4. Conclusões 
 

 O imunossensor desenvolvido no presente trabalho apresentou resultados 

promissores para aplicação futura no diagnóstico da cisticercose bovina e a 

fibroína da seda confirmou ser uma excelente matriz de imobilização para o 

anticorpo monoclonal.  

Em virtude dos resultados observados, existe a necessidade de buscar 

melhorias na produção do imunossensor, de forma a reduzir a variação das 

análises entre os eletrodos. Faz-se necessária também a realização de testes com 

um painel maior de amostras de soros bovinos para garantir a validação do 

imunossensor como método diagnóstico. 

Diversas propostas para melhorar a sensibilidade do imunossensor são 

possíveis e deverão ser estudadas futuramente, como a utilização de anticorpo 

monoclonal produzido contra antígenos E/S de Taenia saginata, a substituição do 

anticorpo monoclonal de classe IgM por outro da classe IgG, além da utilização 

de anticorpo de reconhecimento do antígeno marcado com enzima. Espera-se 

que, em breve, este mesmo sensor possa ser avaliado quanto à sua aplicabilidade 

no diagnóstico de pacientes com neurocisticercose. Vale ressaltar que esta é a 

primeira descrição de um imunossensor para o diagnóstico rápido da cisticercose 

bovina. 
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Resumo 
 

 A cisticercose bovina é um problema importante na cadeia de produção da 

carne e seu diagnóstico é realizado, rotineiramente, durante o abate. O objetivo 

deste trabalho foi desenvolver uma ferramenta para o diagnóstico ante-mortem 

da cisticercose bovina, de forma a minimizar as perdas econômicas e controlar 

esta zoonose. Assim, um imunossensor baseado na imobilização de um anticorpo 

monoclonal contra o antígeno de Taenia saginata e da fibroína de seda foi 

desenvolvido para diagnóstico sorológico da cisticercose bovina. Inicialmente, a 

eficiência de fibroína de seda como matriz de imobilização para o anticorpo 

testado foi provado, bem como a especificidade do anticorpo monoclonal 

imobilizado quanto ao reconhecimento antigênico de antígenos de 

excreção/secreção de T. saginata. O imunossensor foi capaz de detectar 

antígenos circulantes em animais com baixa carga parasitária. Os resultados 

obtidos com as amostras de soro de bovino testadas variaram entre 58,3% e 83% 

de sensibilidade, e 91% e 100% de especificidade do teste, dependendo do 

método de análise. O imunossensor é uma ferramenta promissora para o 

diagnóstico ante-mortem da cisticercose bovina em uma abordagem rápida, 

simples e de baixo custo. 

 

Palavras-chave: Imunossensor, anticorpo monoclonal, Taenia saginata, 

cisticercose bovina, fibroína da seda, diagnóstico. 
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Abstract 
  

Bovine cysticercosis is an important problem in the meat production chain 

and its diagnosis is routinely performed during slaughter. The objective of this 

research was to develop a tool for ante-mortem bovine cysticercosis diagnosis in 

such a way as to minimize the economic losses and control this zoonosis. Thus, 

an immunosensor based on the immobilization of a monoclonal antibody against 

Taenia saginata antigen and a silk fibroin was developed for bovine cysticercosis 

serodiagnosis. Initially, the silk fibroin efficiency as an immobilization matrix for 

the tested antibody was proven, as well as the immobilized monoclonal antibody 

antigenic recognition specificity to T. saginata excretory-secretory antigens. The 

immunosensor was able to detect circulating antigens in low worm burden 

animals. The results obtained with the bovine serum samples tested varied 

between 58,3% to 83% of sensitivity, and 91% to 100% for specificity of test, 

depending from the analysis method. The immunosensor is a promising tool for 

the bovine cysticercosis ante-mortem diagnosis in a fast, simple and low cost 

approach. 

 

Keywords: Immunosensor, monoclonal antibody, Taenia saginata, bovine 

cysticercosis, silk fibroin, diagnosis. 
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Introdução 

A cisticercose bovina, causada pelo cestódeo Taenia saginata, é uma 

zoonose distribuída mundialmente (MURREL, 2005) e apontada como uma das 

principais causas de prejuízos econômicos por condenação de carcaças no Brasil 

(FERNANDES & BUZETTI, 2001; ALMEIDA, 2006).  

O diagnóstico da cisticercose bovina no Brasil é realizado pela inspeção 

da carne após o abate dos animais, mas apresenta sensibilidade limitada quando 

os animais são levemente infectados (HARRISON et al., 1989; HAYUNGA et 

al., 1991; DRAELANTS et al., 1995; DORNY et al., 2000; ABUSEIR et al., 

2006). 

O uso de anticorpos monoclonais para detecção de antígenos de excreção/ 

secreção (E/S) de T. saginata em teste ELISA sanduíche (Ag-ELISA) é uma 

alternativa para o diagnóstico ante-mortem de infecção ativa e tem apresentado 

resultados promissores quanto ao aumento da sensibilidade diagnóstica, sendo de 

2 a 10 vezes mais sensível que a inspeção visual, embora ainda pouco eficiente 

na identificação dos animais com baixa carga parasitária (HARRISON et al., 

1989; BRANDT et al., 1992; ONYANGO-ABUJE et al., 1996; VAN 

KERCKHOVEN et al., 1998; DORNY et al., 2000; PAULAN et al., 2013). 

Os primeiros anticorpos monoclonais produzidos para diagnóstico 

sorológico da cisticercose bovina por Ag-ELISA reconhecem diferentes frações 

antigênicas dependendo do antígeno utilizado. O MAb HP10, um dos mais 

utilizados, identifica frações de antígeno E/S de T. saginata com peso molecular 

de 14, 23, 30 e 43kDa, bem como entre 155-220kDa (HARRISON et al., 1989). 

Já os MAbs 12G5 e 2H8 reconheceram frações de 65, 87 e 100kDa em produtos 

de E/S (BRANDT et al., 1992). Joshua et al. (1990) observaram que moléculas 

de 12, 14, 16, 20 e 26 kDa de fluido vesicular de T. saginata que contém, 

sofreram precipitação com soro bovino com infecção experimental. 

Aparentemente, são essas moléculas que se mantém por maior tempo após 

infecção do animal com o parasita, sugerindo maior potencial diagnóstico dessas 
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frações de menor peso molecular. No presente trabalho, foram produzidos e 

caracterizados anticorpos monoclonais contra antígenos de excreção/secreção de 

Taenia saginata, visando sua aplicação futura em diferentes métodos de 

diagnóstico sorológico da cisticercose bovina.  

 

Material e Métodos 
 

 O presente trabalho foi realizado após aprovação da Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

UNESP de Botucatu (CEUA 116/2011). 

 

Antígeno 

 As formas metacestóides de Taenia saginata foram obtidas de bovinos 

com infecção natural, abatidos em estabelecimento frigorífico (Frigol). Assim 

que dissecados, os metacestódeos foram lavados com solução salina tamponada 

(PBS) estéril e antibióticos a 10% (v/v) (Gibco®, 15240-062) e mantidos em 

cultura com RPMI 1640 (Gibco®) suplementado (Soro fetal bovino a 10%, v/v - 

Gibco®), a 37oC, com 5% de CO2. Após três dias, passou-se a utilizar o meio 

DMEM F12 (Gibco®) sem suplementação, com substituição a cada 48 horas. Os 

metacestódeos foram mantidos em cultura por 15 dias e os sobrenadantes de 

cultura contendo o antígeno E/S de T. saginata foram armazenados a -80oC. 

Todos os sobrenadantes foram dialisados contra PBS a 4oC e liofilizados. No 

momento do uso, o antígeno foi ressuspendido em PBS com inibidores de 

protease (PMSF 25mM, Sigma®). 

 

Produção dos anticorpos monoclonais 

Três camundongos BALB/c foram imunizados com 50µg de antígeno E/S 

de T. saginata, com adjuvante de alumínio nos dias 0, 14 e 21, via 
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intraperitoneal; no dia 30 os animais receberam um reforço de imunização via 

endovenosa, sem adjuvante. As fusões celulares foram realizadas por co-

centrifugação dos esplenócitos obtidos dos camundongos imunizados, as células 

mieloma múltiplo murino NS/1 (10:1) e polietilenoglicol (PEG, PM 4000) 

(KÖHLER & MILSTEIN, 1975). A suspensão de células obtidas foi distribuída 

em microplacas de 96 cavidades, contendo meio RPMI 1640 enriquecido em 

aminoácidos, antibióticos e antifúngicos (10%, v/v, Gibco®, 15240-062) e soro 

fetal bovino (20%, v/v, Gibco®). Durante os 15 dias subsequentes, adicionou-se 

ao meio de cultura o suplemento contendo hipoxantina/ aminopterina/ timidina 

(HAT, Gibco®). Para favorecer o crescimento celular, timócitos obtidos de 

camundongo jovem (feeders cells) foram adicionados às placas de cultura, três 

dias após a fusão celular. 

 Os hibridomas (TAES) que se desenvolveram foram marcados para coleta 

de sobrenadante de cultura (SNC) e triagem por teste ELISA indireto 

(VICENTINI-OLIVEIRA et al., 2010), visando determinar a presença de 

anticorpos específicos. As células produtoras de anticorpos que se mantiveram 

reagentes por quatro testes consecutivos foram clonadas por diluição limitante 

em microplaca (HARLOW & LANE, 1988). Os clones TAES obtidos foram 

testados por ELISA indireto com o antígeno de E/S de T. saginata e aqueles que 

obtiveram alta reatividade foram expandidos em volumes crescentes de meio de 

cultura, para produção de maiores volumes de anticorpos. Os clones produzidos 

foram criopreservados em solução de soro fetal bovino com 10% de 

dimetilsulfóxido (DMSO), a -196oC. 

 

Caracterização dos anticorpos monoclonais 

 Para determinação de classe e subclasse dos MAbs produzidos, 

fundamental para a escolha dos mesmos, utilizou-se o kit Mouse Immunoglobulin 

Isotyping (BD Biosciences®, 550026) segundo as instruções do fabricante, por 
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citometria de fluxo. As análises foram realizadas com software Cell Quest – BD® 

em gráficos de “dot plot”.  

Os MAbs produzidos foram purificados, a partir dos sobrenadantes de 

cultura, por cromatografia em colunas comerciais com afinidade para anticorpos 

de classe IgG (HiTrap rProtein A FF, GE Healthcare®), em equipamento ÄKTA 

Prime Plus (GE Healthcare®).  

 Para separação das frações antigênicas, o antígeno E/S de T. saginata 

(30µg/ canaleta) foi submetido à corrida eletroforética em gel de poliacrilamida a 

12%, contendo duodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970) e 

corado com azul de coomasie. Para o Western blotting (WB), após a separação 

das frações antigênicas por eletroforese (SDS-PAGE), houve a transferência para 

membrana de nitrocelulose (Bio-Rad® - 0,45µm), em sistema semi-seco (Biorad 

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell), empregando-se um potencial de 10V, 

por 40 minutos, em tampão 25mM Tris/Glicina/Metanol, a 4°C. Após a 

transferência, as membranas foram bloqueadas por 18 horas em tampão PBS 

(0,01M PO4--/0,15M NaCl, pH 7,2) com 5% de leite em pó desnatado (blotto 

5%) e incubadas, por 8 horas, com os MAbs TAES. Para detecção foi utilizado 

anticorpo polivalente (anti-IgG/A/M) de camundongo conjugado a fosfatase 

alcalina (Sigma®) diluído 1:1.000 em blotto 5%, por 60 minutos, à temperatura 

ambiente e, como substrato da enzima, a solução de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil 

Fosfato/ NitroblueTetrazolium (BCIP/NBT) foi adicionada. Entre as diferentes 

fases, as tiras foram lavadas com blotto 5%, com exceção das lavagens 

posteriores à adição do anticorpo conjugado, em que se utilizou blotto 1%. Os 

sobrenadantes de cultura testados não sofreram diluição; já o anticorpo 

monoclonal purificado e as amostras de soro de camundongos pré e pós-

imunização foram diluídas a 1:500 e 1:100, respectivamente, em blotto 5%. 
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Resultados e Discussão  

 

 A eletroforese em SDS-PAGE do antígeno E/S de T. saginata produzido, 

revelou a presença de várias frações antigênicas com peso molecular entre 10 e 

250 kDa, sendo as principais frações entre 50 e 75kDa, e 10 e 20kDa (Figura 1).  

Após as fusões celulares, foram obtidos 748 hibridomas em cultura dos 

quais apenas 5 mantiveram-se reagentes ao final das triagens realizadas por 

ELISA indireto. Os hibridomas com viabilidade celular igual ou acima de 90% 

foram clonados por diluição limitante, e triados por ELISA indireto, totalizando 

88 clones TAES reagentes ao antígeno E/S de T. saginata.  

Todos os MAbs produzidos pelos 88 clones foram caracterizados como  

classe/ subclasse IgG1 por citometria de fluxo (Figura 2). Van Kerckhoven et al. 

(1998) demonstraram o aumento de sensibilidade e especificidade no ensaio Ag-

ELISA (BRANDT et al., 1992) após substituir os MAbs de classe IgM por outros 

de classe IgG, confirmando que os clones obtidos na presente pesquisa tem 

potencial para serem utilizadas no diagnóstico sorológico da cisticercose bovina. 

 Os MAbs foram então purificados em coluna de afinidade específica para 

a IgG (Figura 3) resultando em concentração final, em média, de 0,6 mg/mL. A 

identificação imunológica por Western blotting dos sobrenadantes de cultura dos 

MAbs produzidos (TAES) mostrou o reconhecimento de frações antigênicas de 

baixo peso molecular (10-20kDa) (Figura 4, B1, B3, B4 e B5). O MAb TAES 

purificado (Figura 4, B2) reage com frações protéicas entre 15 e 20kDa. 

 Frações de antígenos de E/S de T. saginata de baixo peso molecular (< 

30kDa) já foram relatadas por apresentarem reação com o anticorpo monoclonal 

HP10 (HARRISON et al., 1989) e com amostras de soros bovinos 

experimentalmente infectados (JOSHUA et al., 1990), comprovando-se a 

imunogenicidade dessas frações. Outros autores também consideram 

imunodominantes as proteínas de peso molecular inferior a 20kDa em antígenos 

de T. solium (GOTTSTEIN et al., 1987; TSANG et al., 1989; YANG et al., 1998) 
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e de T. crassiceps (ESPÍNDOLA et al., 2000).  Sendo assim, os anticorpos 

monoclonais produzidos nesta pesquisa são bastante promissores para aplicação 

futura no diagnóstico da cisticercose.  

 

Conclusões 
 

 Visto que o principal objetivo no diagnóstico ante-mortem da 

cisticercose bovina é a detecção de infecção ativa, os anticorpos monoclonais 

contra antígenos E/S de T. saginata produzidos neste trabalho possuem potencial 

para uso como ferramenta diagnóstica. Muito embora anticorpos monoclonais 

contra diferentes antígenos de metacestóides de T. saginata já tenham sido 

produzidos, a busca por novos anticorpos monoclonais com maior estabilidade e 

avidez por antígenos circulantes, além da necessidade de produção nacional deste 

valioso insumo, justificam este trabalho.  

 Os anticorpos monoclonais produzidos nesta pesquisa serão, em breve, 

melhor caracterizados e testados para uso em métodos sorológicos para o 

diagnóstico da cisticercose em animais com infecções leves, permitindo 

monitorar o tratamento de bovinos naturalmente infectados, evitando assim, 

perdas econômicas e os prejuízos à saúde pública. 
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Figuras 

 

Figura 1. Eletroforese SDS-PAGE a 12% de antígenos de excreção/secreção de 
Taenia saginata corado por azul de coomasie. (PM) = padrão de peso molecular 
(161-0374, BioRad®). 
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Figura 2. Determinação de classe e subclasse de imunoglobulinas murinas por 
citometria de fluxo. Em A – controles positivos (IgG1, IgG2b, IgA, IgE), em B – 
controle negativo, em C – controles positivos (IgG2a, IgG3, IgM), em D – MAb  
TAES, identificado como IgG1. 
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Figura 3. Purificação do anticorpo monoclonal TAES1, classe/subclasse IgG1 
(AKTA Prime®). 
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Figura 4. Western blotting de antígeno E/S de T. saginata. Sobrenadante de 
cultura (SNC) do anticorpo monoclonal (MAb) TAES1 (1), MAb TAES1 
purificado (2), SNC MAb TAES2 (3), SNC MAb TAES3 (4), SNC MAb TAES4 
(5), soro de camundongo pós-imunização – controle positivo (6),  soro de 
camundongo pré-imunização - controle negativo (7). (PM) = padrão de peso 
molecular (161-0374, BioRad®).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 
 

VICENTINI-OLIVEIRA, J.C. Produção de anticorpos monoclonais contra 
antígenos de excreção/secreção de metacestódeos de Taenia saginata. 
Botucatu, 2014. 13p. Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de 
Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

Resumo 
 

 A cisticercose bovina é a principal causa de perdas econômicas na cadeia 

produtiva da carne devido à condenação de carcaças no abate. A inspeção 

sanitária nos matadouros é insuficiente para detectar animais com baixa carga 

parasitária. Neste estudo foram produzidos anticorpos monoclonais contra 

antígenos de excreção/secreção (E/S) de metacestódeos de Taenia saginata em 

camundongos BALB/c imunizados. Após a fusão celular com mielomas NS1, 5 

híbridos (TAES) foram selecionados e clonados, resultando em 88 clones TAES 

IgG1. Os sobrenadantes de cultura testados identificam frações antigênicas de 

baixo peso molecular (<20 kDa), revelando seu potencial como ferramenta em 

imunoensaios para o diagnóstico da cisticercose. 

 

Palavras-chave: Taenia saginata, cisticercose bovina, anticorpo monoclonal, 

antígeno de excreção/secreção 

 

 

 

 

 

 

 



71 
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Abstract 
 

Bovine cysticercosis is a major cause of economic losses in the meat 

production chain to carcass condemnation at slaughter. Sanitary inspection at 

slaughterhouses is insufficient to detect animals with low worm burden. In this 

study we produced monoclonal antibodies against excretory/secretory (E/S) 

Taenia saginata metacestode antigens using immunized BALB/c mice. After cell 

fusion with NS1 myelomas, 5 hybrids (TAES) were selected and cloned resulting 

in 88 IgG1 TAES clones. The culture supernatants tested reacted to low 

molecular weight (<20kDa) protein fractions, revealing its potential as tool in 

immunoassays for cysticercosis diagnosis. 

 

Keywords: Taenia saginata, bovine cysticercosis, monoclonal antibody, 

excretory/secretory antigen. 
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CAPÍTULO 4 

DISCUSSÃO GERAL 
 

A cisticercose bovina, zoonose de impacto regular na saúde pública, mas 

causadora de muitos prejuízos financeiros à pecuária de corte bovina, é uma 

enfermidade cosmopolita. O diagnóstico de rotina é realizado no momento da 

inspeção das carcaças, mas apresenta sensibilidade limitada em animais com 

baixa carga parasitária (HARRISON et al., 1989; DRAELANTS et al., 1995; 

DORNY et al., 2000).  

A detecção de antígenos circulantes em bovinos com cisticercose pela 

técnica de ELISA sanduíche (Ag-ELISA) baseada no uso de anticorpos 

monoclonais (MAbs) vem sendo utilizada no diagnóstico de infecção ativa nas 

últimas décadas, demonstrando ser mais sensível que a inspeção visual. 

Entretanto, a sensibilidade do teste é reduzida em animais com infecção natural e 

pouco parasitados (HARRISON et al., 1989; BRANDT et al., 1992; 

ONYANGO-ABUJE et al., 1996; VAN KERCKHOVEN et al., 1998; DORNY 

et al., 2000; PAULAN et al., 2013). Sendo essa a principal característica do 

rebanho bovino de corte brasileiro infectado pela T. saginata, faz-se necessário 

buscar alternativas para o diagnóstico rápido e sensível para esse grupo de 

animais. 

Visto que os anticorpos monoclonais apresentam-se como importantes 

ferramentas terapêuticas e diagnósticas devido à especificidade de ligação a 

determinado epítopo, homogeneidade e capacidade de produção em grandes 

volumes (HARLOW; LANE, 1988), o presente trabalho inicialmente objetivou a 

produção de MAbs. O antígeno utilizado para imunização dos camundongos foi 

obtido do produto de excreção e secreção de metacestódeos de Taenia saginata 

mantidos em cultura in vitro, em decorrência do objetivo do diagnóstico: detectar 

antígenos circulantes no soro de bovinos que foram excretados ou secretados 

pelos metacestódeos presentes na musculatura do animal naturalmente infectado.  
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O diagnóstico de diferentes enfermidades através do uso de 

imunossensores vem sendo estudado, tendo muitas pesquisas conseguido êxito 

observando resultados em curto tempo, de forma rápida e mais barata que os 

métodos de diagnóstico tradicionais (MORAES et al., 2013). O emprego de 

anticorpos monoclonais no campo diagnóstico está bastante fundamentado, visto 

que apresenta alta especificidade de ligação a epítopos antigênicos determinados.  

No presente trabalho, desenvolveu-se um imunossensor baseado em um 

anticorpo monoclonal específico para antígeno total de T. saginata para aplicação 

diagnóstica da cisticercose bovina. As etapas de crescimento do filme contendo 

fibroína da seda (SF) e anticorpo monoclonal (MAb) TAEB foram realizadas 

com sucesso, comprovando que a fibroína é um excelente matriz de imobilização 

para anticorpos. Em decorrência da classe da imunoglobulina utilizada (IgM), o 

alto peso molecular pode ter prejudicado o crescimento do filme acima de 3 

bicamadas (SF3/TAEB3). Entretanto, o aumento no tempo de adsorção da 

fibroína e do MAb TAEB no preparo de uma bicamada automontada 

(SF1/TAEB1) foi suficiente para a obtenção de medidas capazes de diferenciar, 

em sua maioria,  animais portadores ou não da cisticercose bovina.   

A utilização do sensor contendo dois eletrodos de trabalho foi importante 

para demonstrar que a resposta obtida no imunossensor através dos 

voltamogramas cíclicos é específica e determinada pela interação entre MAb 

TAEB imobilizado na superfície do eletrodo e o antígeno circulante presente nas 

amostras de soro positivas.  

Os imunossensores produzidos foram capazes de detectar de 0,1 a 

5,0µg/mL de antígeno de E/S de T. saginata em solução salina, tendendo à 

saturação acima de 1,0µg/mL. Quando testaram-se as amostras de soro de 

bovinos negativos e positivos para a cisticercose, a análise dos voltamogramas 

cíclicos produzidos foi capaz de classificar todos os animais negativos de forma 

adequada. No entanto, alguns animais portadores de cisticercose seriam 

classificados como negativos (falso-negativos). Estes resultados se devem às 
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variações das análises observadas entre eletrodos, visto que foram utilizados 

eletrodos diferentes para o teste de cada amostra.  

Com o objetivo de normalizar os dados das análises, reduzindo a 

influência da variação entre eletrodos, foram calculados o aumento de corrente 

(%) e a diferença entre os valores de corrente obtidos em determinado valor de 

potencial (0,4 V).  Para as 11 amostras de soro de bovinos negativos e 12 de soro 

de bovinos positivos, o teste obteve 67% de sensibilidade e 91% de 

especificidade, na análise de porcentagem de aumento da corrente. Já para a 

análise da diferença entre os valores de corrente o teste apresentou 83% de 

sensibilidade e 100% de especificidade. Em virtude desses resultados, submeteu-

se à Agência UNESP de Inovação (AUIN) um comunicado de inovação para o 

protótipo de imunossensor no diagnóstico da cisticercose bovina produzido, para 

análise de pedido de patente.  

Apesar do pequeno número de amostras analisado, estes resultados são 

semelhantes aos obtidos por outros pesquisadores que utilizaram Ag-ELISA para 

diagnóstico de antígenos circulantes em bovinos (HARRISON et al., 1989; 

BRANDT et al., 1992; MINOZZO et al., 2004; MONTEIRO et al., 2006; 

OGUNREMI; BENJAMIN, 2010).  

Com relação à produção de anticorpos monoclonais, após imunização dos 

animais e esplenectomia, os linfócitos B recuperados foram fusionados a células 

de mieloma múltiplo murino para a produção de células híbridas (hibridomas), 

capazes de se dividir indefinidamente em cultura celular e produzir anticorpos de 

interesse (HARLOW; LANE, 1988). Foram obtidos 748 células híbridas que, ao 

final de 4 testes de triagem por ELISA indireto, para verificação da manutenção 

da especificidade das imunoglobulinas produzidas ao antígeno, reduziram-se a 5 

hibridomas denominados TAES.  

Os hibridomas com melhor reatividade ao teste ELISA indireto foram 

clonados, obtendo-se, ao final das triagens por ELISA indireto, o total de 88 

clones TAES. A determinação de classe e subclasse das imunoglobulinas 
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produzidas mostrou que todos os MAbs são IgG1, como objetivado no trabalho, 

visto que as  IgGs são consideradas mais estáveis que as IgMs e conjugadas a 

enzimas com maior facilidade. A substituição de MAbs da classe IgM em teste 

Ag-ELISA (BRANDT et al., 1992) por outros da classe IgG resultou em 

aumento de sensibilidade e especificidade na detecção de animais com 

cisticercose por infecção experimental (VAN KERCKHOVEN et al., 1998).   

Os sobrenadantes dos MAbs TAES produzidos reconheceram frações 

antigênicas de baixo peso molecular (10-20kDa) ao Western blotting, 

consideradas imunogênicas (HARRISON et al., 1989; JOSHUA et al., 1990). O 

mesmo foi observado por outros autores, que consideram as proteínas de peso 

molecular inferior a 20kDa imunodominantes nas cisticercoses em antígenos de 

T. solium (GOTTSTEIN et al., 1987; TSANG et al., 1989; YANG et al., 1998) e 

T. crassiceps (ESPÍNDOLA et al., 2000).  

Os anticorpos monoclonais produzidos nesta pesquisa deverão ser melhor 

caracterizados e testados por ELISA sanduíche quanto à sua aplicabilidade neste 

tipo de ensaio. Deverão também ser avaliados quanto a seu uso no imunossensor 

descrito para o diagnóstico da cisticercose bovina, comparando-se os resultados 

aos já obtidos com o anticorpo monoclonal TAEB.  
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

Neste trabalho, foram preparados e caracterizados filmes nanoestruturados 

pela técnica Layer-by-Layer  (LbL) contendo a fibroína da seda como matriz de 

imobilização para o anticorpo monoclonal (MAb) TAEB, produzido contra 

antígeno total de metacestódeos de T. saginata.  

O imunossensor produzido a partir desses filmes LbL caracterizados, 

mostrou que a alteração de corrente observada nas análises eletroquímicas é 

específica da interação antígeno-anticorpo, tanto em testes realizados com 

antígeno de excreção/secreção (E/S) de Taenia saginata, quanto nas análises de 

amostras de soro de bovinos parasitados. 

Apesar da necessidade em buscar melhorias na produção do 

imunossensor, visando reduzir a variação entre eletrodos, os resultados até o 

momento são muito promissores. Os objetivos propostos foram atingidos, visto 

que o imunossensor produzido possui baixo custo, facilidade de produção e de 

execução das medidas, e rapidez na obtenção dos resultados, com tempo de 

resposta entre 5 e 10 minutos. Para garantir a validação do imunossensor como 

método de diagnóstico rápido da cisticercose bovina, é necessário que sejam 

realizados novos testes com maior número de amostras de soros de bovinos 

portadores ou não da cisticercose.  

Outras propostas para melhorar a sensibilidade do imunossensor deverão 

ser estudadas, como a utilização dos anticorpos monoclonais produzidos contra 

antígenos E/S de Taenia saginata (TAES), que também foram obtidos durante 

este trabalho. Estes novos anticorpos possibilitam a substituição do MAb de 

classe IgM utilizado (TAEB) por outro da classe IgG (TAES), e podem ser 

testados quanto à sua aplicabilidade no teste ELISA sanduíche para a detecção de 

antígenos circulantes em bovinos com cisticercose.  

Após a resposta da Agência UNESP de Inovação (AUIN) quanto ao 

comunicado de invenção, espera-se que o imunossensor produzido possa ser 
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aplicado no diagnóstico rápido da cisticercose bovina e avaliado quanto à sua 

aplicação no diagnóstico de pacientes com neurocisticercose.  

Vale ressaltar que esta é a primeira descrição de um imunossensor para o 

diagnóstico rápido da cisticercose bovina. 
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JUSTIFICATIVA PARA ALTERAÇÃO DO TÍTULO DA TESE 

 

 

 A presente tese de doutorado teve seu título alterado de 

“Imobilização de anticorpos monoclonais contra antígenos de 

excreção/secreção de Taenia saginata em nanopartículas” para 

“Desenvolvimento de imunossensor baseado na imobilização de 

anticorpo monoclonal em fibroína da seda para diagnóstico rápido da 

cisticercose bovina”, para melhor adequação ao tema desenvolvido e aos 

resultados obtidos. Não houve alteração nos procedimentos que 

envolveram o uso de animais de experimentação inicialmente propostos e 

que foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

desta Faculdade. 
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