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RESUMO

Toxocara vitulorum é um parasita nemaddeo de dta fregliéncia no trato intestind de
bufdos, particularmente em bezerros bufdos de um a trés meses de idade. Devido a sua
dta morbidade e mortdidade, causa considerdveis preuizos a bubdinocultura A
pesquisa objetivou a obtencdo de antigenos de extrato larva solivel bruto (Ex), do
materia excretor-secretor (ES) de larvas infectantes e do liquido perientérico (Pe) de
adultos de T. vitulorum, bem como a separacdo das fracOes protéicas na mistura pelo
SDS-PAGE, seguida da andlise imunolégica por “Western blot” (WB), utilizando-se
soros imunes e cologiros de bifdos naturamente infectados com T. vitulorum dém de
camundongos imunes. O acompanhamento do quadro parasitario dos bezerros bufalos
também foi redizado. Pbde-se verificae que os trés antigenos, Pe, Ex e ES,
apresentaram mobilidades eetroforéticas pelo SDS-PAGE revelando nove (11,5, 14,2,
31, 38, 58, 76, 88, 112 e 165 KDa), onze (11,2, 13,3, 16,5, 22, 25, 32, 43, 53, 68, 82 e
96 KDa) e oito (19, 48, 56, 64, 90, 110, 150 e 190 KDa) bandas protéicas,
respectivamente. A maioria dessas frag0es separadas pela eetroforese, foi reconhecida
por todos as amostras de soros e pelo colostro, quando andisada pelo WB. No entanto,
somente as bandas de dto peso molecular (68 — 190 KDa) persistiram nos grupos de
bezerros bufdos que se encontravam no pico, declinio ou expulsio e na auséncia ou
autocura, a excecdo do antigeno ES, que desapareceu durante o processo de autocura. Ja
0s soros de bezerros bufaos com um de vida, que mamaram o colostro e os dagueles
gue se encontravam em fase de gparecimento ou ascensdo, revelaram com as mesmas
fragdes detectadas no soro e no colostro das bifdas. Os trés antigenos reagiram de
forma cruzada entre s, quando foram testados com soros homdlogos e heterélogos de
camundongos imunizados experimenta mente com estes antigenos de T. vitulorum.
Palavras-chave: Bubalus bubalis, Toxocara vitulorum, SDS-PAGE, “Western blot”.



ABSTRACT

Toxocara vitulorum is a nemaode paraste of smdl intetine of catle and water
buffdoes particulaly buffdo caves with one to three months of age, causng high
morbidity and mortdity. The purpose of this research was the antigen obtaintion and
characterization of crude soluble larva extract (Ex), excretory-secretory (ES) of
infective larvae, and perienteric fluid (Pe) from adults of T. vitulorum, as wel as the
separation of protein fractions from the antigenic mixture by SDS-PAGE and andyss
of each band by Wesern blot (WB), usng immune sera and colostrum of buffaloes
naurdly infected by T. vitulorum, and mice experimentaly immunized. The
parastologicd daus of the buffdo caves was dso evduaed usng sequentidly
coprologicd examinations. The results showed that three antigens, Pe, Ex and ES
revealed nine (11,5, 14,2, 31, 38, 58, 76, 88, 112, and 165 KDa), eleven (11,2, 13,3,
16,5, 22, 25, 32, 43, 53, 68, 82, and 96 KDa) and eight (19, 48, 56, 64, 90, 110, 150,
and 190 KDa) protein bands by SDS-PAGE, respectively. The mgority of these isolated
bands were recognized by sera and colostrum of dl groups of infected animas (buffao
cows one day post parturition and buffao caves in five different periods of T. vitulorum
infection) andyzed by WB. However, only the fractions of high molecular weight (68 -
190 KDa) perdgted in the groups of buffdo caves a maximum pesk of infection,
expulson and post-expulsion of the parasite or sef-cure process, excepting ES antigen,
that was not detected during the sdf-cure process. Sera of buffado caves a one day of
age, after suckling the colostrum and at the beginning of infection reacted with the same
bands detected by serum and colostrum of the buffao cows The three antigens showed
crossed reaction among themsdves, when they were tested with homologous and
heterologous sera of mice experimentaly immunized with them.

Key words: Bubalus bubalis, Toxocara vitulorum, SDS-PAGE, Western blot.



INTRODUCAO

O biufdo domeédtico ou indiano (Bubalus bubalis, variedade bubalis), também
conhecido com bifdo de rio, € de origem Addica e adgptase perfetamente em
condicbes ambientais variadas. O mango inadequado referente & salde dos bubainos
conditui um dos maiores fatores limitantes & sua producdo, mas gpesar dos mesmos
serem dotados de marcante rudticidade e de naturd refratariedade a determinados
agentes infecciosns, €es sB0 susceptivels as paradtosess A maioria das doencas
ocorrentes nesses animas, apesar de semdhantes as dos bovinos, assumem
caracterigticas préprias quanto a prevaléncia, patogenia e sntomatologia.

O Toxocara vitulorum (Warren, 1970) é um ascaridideo pertencente a classe
Nematoda, superfamilia Ascaridoidea, familia Ascarididae. Este nematddeo € citado no
Paguist?o, Ceildo, india, Maésia, Egito, Filipinas, Tailandia e Brasil como o principd
agente parastario causador da mortdidade entre os bubdinos jovens. Os paradtas
adultos parasitam a primeira porcdo do intestino delgado de bufdos, principamente,
dos animais jovens. A maior ocorréncia se dd em bubdinos entre 15 a 120 dias de
idade, com pico da oviposicéo ocorrendo entre 30 e 50 dias. A partir dos 90 dias os
animals adquirem resgéncia e diminam naturdmente os paraditas do trato intestind,
pelas fezes. Além disso, devido sua dta morbidade e mortdidade causam consderavels
prejuizos a bubainocultura

Apesar dos parasitas adultos serem relativamente faceis de serem controlados no
intetino por quimioterdpicos, as larvas sfo de difices tratamentos, principamente
quando estas se encontram em hipobiose na musculatura e no cérebro. Desta forma, as
larvas hipobidticas nas bifdas adultas encontramse em vantagem, favorecendo a
sobrevivéncia da espécie ede sua disseminacéo através do colostro. O parasitismo pela
fase larva € um processo crénico no qua a larva sobrevive no tecido, gerdmente dentro

de granulomas, resultando numa congtante estimulagéo do Sstema imune dos animais.



Por outro lado, o T. vitulorum é capaz de etimular a resposta imune cdular e
humord dos bezerros bufalos, onde os anticorpos maternos contra este parasita SGo
transferidos passvamente via colostro nos primeiros 15 dias pds-nascimento. Apesar
desta imunidade ndo proteger os bezerros bufalos, evitando a instdagdo da parasitose,
ela esta pode ter um papel importante na expulsdo espontanea dos adultos. Além disso,
observa-se aumento dgnificativo de mastécitos e eosindfilos, no pico da oviposicéo,
sugerindo também uma resposta cdular a0 nivel de mucosa contra a manutencéo
prolongada destes paraditas naluz intestind.

Assim sendo, h& necessdade de se obter e caracterizar antigenos com potencia
para estimular uma resposta imunolégica dos bufalos, contra T. vitulorum visando néo
somente a larva migrante no hospedeiro (antigenos Ex e ES), mas também o adulto no
[Umen integtina (antigeno Pe).

Com base nos estudos da resposta imunolégica destes animais frente a este
paradtismo, objetivorse a caracterizacdo das fraghes antigénicas obtidas de larvas
infectantes (extrato solivel bruto (EX) e materid excretor-secretor (ES)) e de adultos
(liquido perientérico (Pe)) de T. vitulorum. Para a caracterizacdo, as fraghes antigénicas
foram separadas por SDS-PAGE e andisadas por “Western blot” (WB). Amosiras de
soros e cologtros de bifdas adultas no dia do parto e de bezerros bufalos naturamente
infectados com T. vitulorum durante o periodo de infeccéo intestina (aparecimento ou
ascensdo, pico, declinio ou expulsio e auséncia ou autocura) foram utilizadas, com a
findidade de detectar e caracterizar a presenca de anticorpos anti-T. vitulorum. Soros
hiperimunes heterdlogos e homdlogos obtidos em camundongos também foram
andisados.



REVISAQ DE LITERATURA

1. Importancia do parasitismo por T. vitulorum

Toxocara vitulorum € um parasta nematddeo de dta prevaéncia no trao
intetind de bufdos nas regifes tropicais e subtropicais do mundo, responsavel pelas
dtas taxas de morbidade e mortdidade, particularmente em bezerros bifdos de um a
trés meses de idade. Quando a toxocarose ndo é controlada em campo, a prevaéncia
pode adcancar 100% e a taxa de mortadidade variar de 30% a 50% (LAU, 1999) e
alcangar os 80% (DAS & SINGH, 1955; ROBERTS, 1993 e BANERJEE et al., 1998).
Os bezerros bufdos se infectam, principdmente aravés do colostro, contaminando
pogteriormente 0 meio ambiente com ovos de T. vitulorum eiminados pelas fezes
(STARKE et d., 1983; ROBERTS, 1990ae BANERJEE €t d ., 1983).

De manera ged, os bezerros bufaos encontramse dtamente infectados
aproximadamente entre 30 e 50 dias de idade com pico de diminagcéo de ovos nas fezes
entre 44 e 49 dias (STARKE et a., 1996; NEVES, 2001 e SOUZA, 2001). Em seguida
ocorre um declinio na contagem dos ovos coincidindo com a expulséo naturd dos
parastas adultos pelas fezes do hospedeiro, onde 0 OPG (ovos por grama de fezes)
decresce rapidamente tendendo a zero aos 120 dias de idade (STARKE et a., 1983;
LAU, 1999; NEVES, 2001; SOUZA, 2001 e STARKE-BUZETTI et d., 2001).

Experimentos com T. vitulorum indicaram que os bezerros bufalos adquirem esta
parasitose daravés da ingestdo de larvas presentes no colostro (WARREN 1971;
TONGSON, 1971; CHAUHAN et a., 1974; MIA et d., 1975, GAUTAM et d., 1976;
BANERJEE et d., 1983; ROBERTS e d., 1990 e STARKE et al., 1992). Edtas larvas
permanecem nos tecidos até o dia do parto, no mesmo momento em que comegam a
crescer e migrar para as glandulas maméarias e subseqlentemente serem ingeridas pelos
bezerros bufdos (ROBERTS, 1990b), demonstrando que a transmissio da infeccdo €



verticd com a bufda adulta atuando como um reservatorio paraténico (WARREN, 1971
e ROBERTS, 1990b). Assm sendo, a transmissfo transmaméia de larvas infectantes
pode ter um papel muito importante na infeccdo dos bezerros bufalos. Além disso,
BANERJEE e d. (1983) ressdtaram a possibilidade do leite de bufaa contaminado
com larvas de T. vitulorum ter importancia também em salde publica, se 0 mesmo for
consumido in natura.

ApGs a ingestdo, as larvas penetram a mucosa intestind e na migracéo para os
pumdes as larvas rompem os capilares dveolares, migram para a traguéia onde sfo
deglutidas e retornam ao intestino, dcangando a maturidade sexud e diminam ovos
com as fezes (ROBERTS, 1993). Desta forma, estudos clinicos da toxocarose nos
bezerros bufados, revelam que essas migragdes larvais ocasonam sugestiva insuficiéncia
hepdtica (GUPTA e d., 1976) em consequéncia a liberacdo de toxinas (DAS &
SINGH, 1955) ou devido a lesBes viscerais trauméticas (SRIVASTAVA, 1963). Além
disso, GUPTA e d. (1976) observaram niveis eevados de higamina no sangue de
bezerros infectados, corrdlacionados com as lesOes teciduais e a toxemia Como uma
tentativa de protecdo do hospedeiro parasitado, durante a rota de migracdo, as larvas
podem s encapsuladas, aravés de reagBes inflamatdrias imunocelulares no figado e
nos pulmdes, onde nestes locais muitas s80 mortas, embora, uma peguena pProporcao
anda consegue escgpar, seguindo a migracdo para a musculatura esquelética do
hospedeiro (WARREN, 1971).

ROBERTS (1990b) andlisou o ciclo de vida de T. vitulorum utilizando larvas
marcadas. Por este estudo, foi demonstrado que as larvas presentes no figado e nos
pulmdes, um a oito dias antes do parto, migravam para as glandulas mamérias através
de vasos sanguineos. Nesse Orgdo, a larva continuava seu crescimento e 90% eram
eliminadas aravés do colodro/leite, pea maoria das bufdas estudadas, durante os
primeiros sais dias pés-parto. STARKE et d. (1992) também evidenciaram, a presenca
de larvas deste heminto no colostro/leite de 70% de bifaas, do pato a0 26° dia pés-
parto. Sendo que 54,8% das bufaas mostraramse postivas durante os dez primeiros
dias p6s-parto. Ovos de T. vitulorum foram também encontrados nas fezes dos bezerros
bufadlos, aos 20 dias sendo que aos 30 dias de idade, 100% destes animais ja se
encontravam parasitados.



2. Resposta imune dos bufal os frente ao parasitismo por Toxocara

A respogta imune cdular contra larvas migratoriass de Toxocara canis fo
verificada por KAYES & OAKS (1978) que infectando camundongos com ovos deste
paradita, observaram a formacdo de granulomas circundando a larva infectante na
musculaura O granuloma inicid caracterizava-se basicamente pela presenca abundante
de eogndfilos evoluindo para um infiltrado de cdulas inflamatorias de processo agudo.
Durante as 48 horas seguintes, a maioria dos eosindfilos encontrava-se sem granulos e
desintegrados. Os macréfagos eram acrescidos a0 fragmento ceular resultante do
granuloma, onde as cdulas mononucleares eram predominantes nas lesdes no find de
28 dias de infeccdo. ApoGs 11 semanas, a larva que se encontrava encapsulada por este
granuloma assumia um aspecto epitelidide e fibrético, sugerindo assm, a posshilidade
de reacdo de hipersensibilidade tardia para toxocarose.

O aumento da populacdo de eosindfilos e mastécitos também foi relatado na
mucosa intestind de animais infectados com nematédeos adultos. Desta forma, NEVES
(2001) quantificando a populacdo de mastdcitos e eosindfilos tanto no duodeno quanto
no jguno de bezerros bifdos naturdmente infectados com T. vitulorum, verificou um
aumento significativo no nimero destas cdulas nas fases do gparecimento, ascenséo,
pico e declinio da oviposicdo. Além diso, verificou eosindfilia durante todo o periodo
em que os aniimas encontravamse infectados. Este estudo sugeriu que as céulas
imunes podem edtar diretamente relacionadas com a resposta protetora na expulséo
destes parasitas pelo hospedeiro, participando do processo de cura esponténea. No
entanto, pouco se conhece arespeito do papel destas células neste processo.

Além da resposta imune cdular, a resposta humord também pode ser importante
na defesa do hospedeiro contra os paradtas intestinais. Assm, RAJAPAKSE et 4.
(1994) investigaram os niveis de anticorpos anti-ES de larvas infectantes e de adultos de
T. vitulorum quantificado-os pelos méodos de precipitacdo em gel e ELISA no soro e
no colostro de bufdas adultas e no soro dos seus respectivos bezerros naturalmente
infectados.  Verificaam uma dggnificativa corrdacdo  podtiva entre os  titulos  de
anticorpos no colostro das bufalas adultas com os titulos de anticorpos soroldgicos dos
bezerros bufaos. No entanto, houve uma correlaco negativa entre a contagem de ovos
por grama de fezes (OPG) com o titulo de anticorpos sorolégicos dos bezerros,
indicando um possivel papel destes anticorpos no controle deste parasita, pelo processo
de expulsso do hdminto. Resultados smilares foram verificados por STARKE-



BUZETTI et a. (2001) detectando dtos niveis de anticorpos anti-Ex de T. vitulorum
pdo méodo ELISA indireio em soro de bifdos Além diso, foi verificada dta
reatividade dos anticorpos sorologicos das bufalas no periparto (30 dias antes e apos o
parto) e dos bezerros bafdos, principdmente durante os primeros 15 dias apds o
nascimento, para agueles que receberam o colostro. Por outro lado, nenhuma restividade
foi detectada no soro de bezerros bifados com um dia de idade antes de receberem o
colostro, indicando que os anticorpos 1gG foram transferidos passvamente do colostro
aos bezerros logo apdés o nascimento. No entanto, alguns autores observaram que
durante o periodo de lactacdo ocorre uma depressio do sistema imunoldgico, com
diminuicdo na concentracdo dos anticorpos s&icos das bufdas. A diminuicgdo foi
possvedmente devido a transferéncia destes anticorpos paa o0  colostro
(AMERASINGHE et a., 1994).

Em outro estudo, SOUZA (2001) andisou a resposta imune humora de bufdos
naturamente infectados com T. vitulorum através do método ELISA indireto utilizando
os antigenos ES e Ex de larvas infectantes e o antigeno Pe de adultos de T. vitulorum.
Anticorpos anti-Ex, anti-ES e anti-Pe foram seqiencialmente detectados no colostro e
no soro de bifalas adultas desde o parto dé 365 dias pds-parto e no soro de bezerros
bufaos, apds receberem o colostro, do nascimento aos 365 dias de idade. Os niveis de
anticorpos dos bezerros foram correlacionados com o quadro parasitolégico, através do
OPG. Os niveis de anticorpos, anti-Pe, anti-Ex e anti-ES, foram mais adtos no soro das
bufalas adultas durante o periodo do dia do parto até 365 dias pds-parto, permanecendo
elevados e com peguena oscilagdo. JA no colostro, 0s anticorpos permaneceram
elevados nos primeiros dias pos-parto (15 dias) porém, declinram em seguida Em
relacéo aos soros de bezerros bufaos, os nivels mais elevados de anticorpos contra 0s
trés tipos de antigenos, foram detectados no primeiro dia de vida gpds os animais terem
recebido o colostro e permaneceu elevado durante os primeiros 45 dias, ou sga, até o
pico da oviposicdo. A expulsdo dos parasitas ocorreu Smultaneamente com o declinio
na concentracdo de anticorpos, acancando niveis mais baixos entre 60 e 105 dias de
idade. Porém, em seguida, os bezerros bufalos comegaram a produzir seus proprios
anticorpos e adquiriram imunidede diva, pois 0s aiicorpos devaanse e
permaneceram estaveis entre os dias 211 e 365. Edtes resultados indicaram que a
trandferéncia passva de anticorpos pelo colostro apesar de ndo ser suficiente para evitar
a aquiscdo desta parastose pelos bezerros blfaos, possivelmente, participou do
processo de expulsdo dos hemintos adultos.



Tentando verificar a possbilidade de uma protecdo imunolégica, CARRILLO &
BARRIGA (1987) produziram 76% de protecdo contra a infeccdo em ratos pela
vacinacdo com o antigeno solive bruto de larvas de T. canis. Assm, acreditaram que
0s antigenos estimulavam a imunidade e, uma forte resposta protetora atuava sobre
todas as lavas susceptivels. Além disso, ABO-SHEHADA et d. (1991) imunizaram
ratos com o antigeno ES de T. canis e verificaram que estes animals goresentaram uma
maior reacdo inflamatéria na mucosa intestind, dificultando a penetracdo da lava Ja
em rdacd ao T. vitulorum, AMERASINGHE et d. (1992) redizaran imunizacéo
parenterd de camundongos com uma variedade de antigenos sollveis deste parasita
(extrato larval, excretor-secretor ou fluido perientérico e suas fragfes) e obtiveram uma
protecdo edtaigticamente significante contra a infecgdo. Os antigenos mais efetivos na
protecdo imunologica foram do fluido perientérico do parasita adulto (100% de
protecdo) e excretor-secretor de larvas infectantes de T. vitulorum (> 92% de protecéo).

Finalizando, segundo BARRIGA & OMAR (1992) é possivel o cortrole desta
parastose aravés de vacinagdo, e uma dternativa possivel seria a imunizagdo das
bUfalas adultas para matar as larvas em seus tecidos antes delas passarem para Seus
bezerros. No entanto, resta pesquisar e descobrir quais fragcBes antigénicas o antigeno
que provavelmente proporcionaria protecdo a0 anima, 0 Seu mecanismo de agéo e o
tempo apos a infeccdo que ele poderia ser isolado. Além disso, verificaram através de
repetidas infecgbes experimentais por T. vitulorum em coehos e usando antigenos de
ovos embrionados, que o nive de IgE e IgMGA aumentava muito no soro apds a
terceira infeccdo. Pdlo WB identificaram diferentes antigenos no curso da infecgéo, que
poderiam estar relacionados com a protecao.

3. Caracterizacdo antigénica dos antigenos de Toxocara

Estudos pioneiros com antigenos do género Toxocara foram redizados por
SAVIGNY (1975) quando relatou que a larva infectante de T. canis em meo de cultura
in vitro excreta e secreta uma substancia antigénica, cuja producdo total de proteina por
larva foi etimada em 4 a 9 rg/dia Ese antigeno foi nhomeado de antigeno excretor-
secretor (ES), porém sua natureza imunoldgica ainda ndo estava suficientemente clara
SAVIGNY & TIZZARD (1977) e SAVIGNY e d. (1979) demonstraram que o
antigeno ES produzido pelas larvas infectantes de T. canis mantidas in vitro poderiam

ser os antigenos escolhidos para 0 sorodiagnéstico de toxocarose humana através do



teste ELISA. SMITH et a. (1981) e MAIZELS et a. (1983) demonstraram que a maior
parte do antigeno ES era secretada para a superficie das larvas infectantes de T. canis.
Em estudo posterior, MAIZELS et d. (1984) compararan o0 antigeno detectado na
supeficie das larvas infectantes de T. canis marcado pelo iodo radioativo com o
antigeno ES liberado pda larva in vitro para demonstrar amilaridades entre ambos e
caracterizar suas propriedades fisico-quimicas e imunolégicas. Estes autores, detectaram
antigenos comuns com pesos moleculares de 32 e 120 KDa, porém uma banda de 400
KDa do antigeno ES ndo foi observada na superficie da larva. Além disso, as moléculas
adicionais de 55 e 70 KDa ediveram presentes somente no antigeno ES. Os
componentes detectados tanto na superficie quanto na secrecéo das larvas infectantes de
T. canis revdaramse antigénicos. Segundo HOGARTH-SCOTT (1966) citado por
MAIZELS et a. (1984) os antigenos ES sfo secretados por glandulas e excretados por
orificios da larva que em seguida, podem depositar-se trandtoriamente na cuticula para
posteriormente  sofrer modificacbes e ateragbes na sua dindmica e poscionamento.
Pogteriormente, LOMBARDI e d. (1990) veificaan um maerid detrodenso,
encontrado na larva que facilitava a aderéncia das cdulas sobre a supeficie larva e
formava uma camada que cobria toda a superficie do heminto. Esta substancia podia
ser liberada pelo parasta aravés das glandulas dos poros anais das larvas ou pelas
géndulas exofagianas. Além disso, 0 antigeno ES também pode ser utilizado para
diagnégtico da sindrome da larva migrans visceral araves da técnica
imunohistoquimica, utilizando-se 0 anticorpo anti-ES (PARSONS et al., 1986).

Recentemente dguns autores estudaram a composicdo  bioguimica e a
antigenicidade desta substancia, designada como antigeno ES, secretada por larvas de
ascaridideos. No entanto, ainda existem discordancias nestes estudos em relagdo a0
nimero de componentes do antigeno ES de T. canis, asSim coOmoO em Seus pesos
moleculares. Nisso, SUGANE & OSHIMA (1983), estudando o antigeno ES da larva
infectante de T. canis isolado pda filtracdo em gd veificalam que eta molécula era
uma glicoproteina e induzia a producdo de anticorpos IgM, 1gG e IgE no hospedeiro.
Peda purificacdo antigénica foi revelado que essa glicoproteina continha 15% de
carboidratos e apresentava 35 KDa de peso molecular. Da mesma forma, MEGHJ &
MAIZELS (1986) caracterizaram o antigeno ES de T. canis de larvas infectantes pela
técnica de SDS-PAGE seguido das  técnicas de  radioimunomarcacéo e
“immunoblotting” e verificaam que as moléculas do antigeno ES continham mais de
40% de carboidratos (N-acetilgaactosamina e galactose). O antigeno revelou bandas de



32, 55, 70, 120 e 400 KDa e adém disso, foi possivel estimar a producéo de proteina por
larva em 200 r g/dia. Posteriormente, BADLEY et d. (1987) demongtraram pela técnica
PAGE, que as proteinas do antigeno ES de larvas de T. canis, visudizadas peda
coloracdo por nitrato de prata, revelavam 15 bandas variando de 29 a 94 KDa e
estimaram uma producgo total de proteina por larvade 8 hg/dia

4. Reac&o cruzada

Tentando demonstrar reagBes cruzadas entre os antigenos de ascaridideos,
KENNEDY e d. (1989) utilizaram as técnicas de radioiodinacdo, imunopreciptacdo e
SDS-PAGE e demondraam que exite uma Smilaidade antigénica Sgnificativa em
relacdo ao antigeno ES de T. canis, A. lumbricoides e A. suum, dém do extrato somético
(fluido perientérico) de adultos de A. lumbricoides e A. suum devido a proximidade
filogenética, sendo, portanto, a banda de 14 KDa foi comum para os antigenos
estudados. O perfil eetroforético do antigeno ES de larva infectante de A. lumbricoides
foi praticamente 0 mesmo para 0 A. suum, com excegdo da banda de 17 KDa presente
somente no parasita especifico dos humanos. Outro estudo comparativo entre antigenos
de diferentes ascaridideos foi redizado para evidenciar componentes moleculares
espécies-epecificas  importantes em  diagnogticos, principdmente em rdagdo a
toxocarose. Portanto, PAGE et d. (1991) determinaram a presenca de similaridades ou
de diferencas entre as moléculas dos antigenos Ex e ES de larvas infectantes de T. canis
marcadas em meio de cultura. Além disso, compararam com os antigenos de Toxascaris
leonina e T. vitulorum devido a proximidade filogenéticas entre os ascaridideos. Todas
as comparagOes foram feitas por eetroforeses uni e bi-dimensond, enquanto que as
reagdes cruzadas entre as diferentes egpécies foram andisadas por radio-
imunoprecipitacdo. Uma sobreposicdo substancial foi revelada entre T. canis e T.
vitulorum principamente para os componentes entre 120 — 140 KDa e proximidades
dos componentes de 32 e 55 KDa do antigeno ES de T. canis com os componentes de
30 e 45 KDa do T. vitulorum, ao passo que Toxascaris revdlou um perfil antigénico
mais diginto. O reconhecimento antigénico por anticorpos policlonais foi devado para
as trés espécies e o T. cati, também utilizado, revelou consderavels reaghes cruzadas.
Observaram que as reacles cruzadas foram mais evidentes entre as espécies de
Toxocara. Sendo que os antigenos ES de T. leonina ndo foram reconhecidos pelos

anticorpos monoclonais de T. canis, a0 passo que a maioria desses anticorpos precipitou



os antigenos de T. vitulorum. Apenas o anticorpo monoclona Tcn2 de T. canis ndo
reegiu com T. vitulorum indicando que esta reacdo foi espécie-especifica e revelando
potencia para o diagndstico especifico da toxocarose humana.

Em seguida, MASSRY (1999) redlizando um estudo dos pesos moleculares pela
técnica de SDS-PAGE entre o antigeno somético de T. canis e de T. leonina, adultos e
larvas, verificou a exiténcia de duas bandas smilares (90,00-91,95 KDa e 69,25-70,56
KDa) para os antigenos dos parasitas adultos correspondentes. No entanto, o antigeno
larval de T. canis gpresentou um perfil antigénico muito diferente quando comparado ao
antigeno de T. leonina, exceto para uma banda (66,85-66,89 KDa). Posteriormente, o
WB revelou quatro bandas evidentes de imunorreacéo do antigeno somético de T. canis
adulto com o soro de codhos imunizados experimentdmente com o paasta
correspondente (125,37, 117,73, 90,00 e 69,25 KDa), enquanto o antigeno de T. leonina
goresentou  trés bandas de imunorreacd com o0 soro de coelho  hiperimune
correspondente (119,04, 91,95 e 70,56 KDa). Por outro lado, ZARNOWSKA &
JASTRZEBSKA (1994) detectaram 15 fragdes protéicas pelo SDS-PAGE, no antigeno
ES de larvas infectantes de T. canis, com pesos moleculares de 19 a 200 KDa (coradas
por azul de Coomassie) e nove glicoproteinas, com pesos moleculares 19-55 e 130 KDa
coradas pelo PAS (“periodic acid Schiff”). Além disso, quase todos os polipeptideos
foram reconhecidos pelos anticorpos presentes nos soros de pacientes positivos para
toxocarose (larva migrans viscerd e ocular). Pela andlise de WB, somente as bandas de
185-200 KDa e 63 KDa nédo foram reconhecidas, mas somente uma banda adiciona de
14 KDa, ndo doservada pelo azul de Coomassie, foi detectada pelo WB. Reagéo cruzada
em 20% dos soros de pacientes positivos para triquinglose foi observada na diluicdo de
1:50, porém nenhuma reacd0 cruzada foi constatada nos polipeptideos com pesos
moleculares aaixo de 39 KDa, sugerindo serem mais especificos para detectar
anticorpos anti- T. canis.

ASHOUR e d. (1995) invedigaran o0 grau da homogenicidade e
heterogenicidade do extrato de proteinas de adultos de Toxascaris leonina, Parascaris
equorum, T. canis e T. vitulorum pela técnica de SDS-PAGE. A andise comparativa
mostrou que 13 bandas foram comuns para as quatro espécies estudadas e T. vitulorum
pareceu ser a egpécie mais divergente. ABDEL-RAHMAN et d. (2000) investigaram a
homologia estruturd de ovos de Fasciola gigantica, Moniezia expansa e T. vitulorum.
Pelo WB, 9, 11 e 7 polipeptideos foram reconhecidos em ovos de F. gigantica, M.

expansa e T. vitulorum, respectivamente, por seus respectivos anti-soros produzidos em



coelhos. Além disso, componentes de 240 KDa e 206 KDa foram reconhecidos nas trés
espécies, revelando reagdo cruzada.

Como se pbde observar pela revisio de literatura, varias pesquisas tem sdo
redizada para se conhecer as moléculas protéicas dos parasitas, havendo maior énfase
a0 antigeno ES de T. canis, visando o controle/diagnostico da toxocarose humana, de
importancia em salde publica Ja com relagdo ao T. vitulorum, pouco se conhece,
principdmente, do papd de possiveis moléculas antigénicasimunogénicas capazes de

esdimular 0 animd para protegdo imune contra esta parasitose.



MATERIAL E METODOS

1. Loca

A pesquisa foi executada na Fazenda de Ensino e Pesquisa (FEP) da Faculdade
de Engenharia de llha Solteira - Universdade Edsadud Paulisa (FEISUNESP) situada
a margem direita do Rio Parana, no municipio de Sdlviria, do Estado de Mato Grosso do
Sul. A execucdo laboratorid foi redizada no Laboratdrio de Paradtologialmunologia
do Departamento de Biologia e Zootecnia da FEISUNESP.

2. Animais e mango

Foram utilizados bezerros bufdos (machos e fémeas), medticos (Murrah X
Mediterraneo), com idades variando de recém-nascidos aé um ano e bifdas adultas, no
dia do parto. O regime de criacd destes animais foi extensivo, com os bezerros bufalos
permanecendo junto com as maes até o desmame, pois as bifalas ndo eram ordenhadas.
O rebanho bubdino foi mantido em pasagem de capim braguiaia (Brachiaria
decumbens). A reproducéo foi através de monta natura, com nascimentos concentrados
entre janeiro e abril de 1999.

3. Obtencéo e preparacdo do antigeno de T. vitulorum

3.1. Obtencéo das larvas infectantes

A obtencéo de larvas infectantes seguiu conforme a técnica de RAJAPAKSE et

a. (1992) com dgumas modificagcbes. Machos e fémeas adultas de T. vitulorum foram
coletadas de bezerros naturamente infectados pela eiminacdo destes peas fezes com



anti-hemintico a base de piperazina, na dosagem de 100 a 150 mg/kg de peso vivo do
animd.

As fémeas foram previamente lavadas com detergente neutro e enxaguadas com
a&gua dedtilada até que estivessem completamente livres de residuos fecais. Logo apds,
foram separadas e colocadas em placas de Petri efetuando a dissecacdo e a retirada dos
(teros contendo os ovos. Para a retirada do Utero, foi feito um corte transversd na dtura
do esdfago do parasita e com o auxilio de uma pinca, foi prensada a extremidade
posterior €, com um edtilete, o corpo do paradta foi pressonado no sentido postero-
anterior para gudar na expulsio do seu contelido. Com 0 auxilio de um pinga pequena,
foi sgparado o intestino do Utero. Apos a retirada do Utero, este foi novamente dedocado
em placas de Petri e pefurado para facilitar a liberacd dos ovos. Em seguida, a
suspensdo dos ovos foi deixada nas placas de Petri de agproximadamente 8 cm de
didmetro, contendo &gua destilada numa profundidade de 0,5 a 1,0 cm sendo deixadas a
temperatura ambiente, de acordo com a técnica de SMITH (1989) com agumas
adaptacoes.

Diariamente as placas de Petri foram destampadas e agitadas por movimentos
rotatérios para oxigenar a agua. Apos dois a quatro dias em gerd, tempo médios em que
os Uteros ja se encontravam deteriorados e, entdo, esse materid foi passado em peneira
com malha de néilon 0,2 mm de abertura

O material coado (ovos livres dos detritos) foi centrifugado cinco vezes a 1.000
rpm por dois minutos e em seguida foi deixado para incubar em temperatura ambiente,
agitando-se diariamente para manter a oxigenacdo. A segmentagdo dos ovos foi
acompanhada por exames diarios a0 microscopico Optico, aé o desenvolvimento da
larva infectante (25 a 35 dias). Apds a incubacdo dos ovos até a forma infectante, estes
ovos foram colocados em tubos de centrifuga (15 ml) e ao sedimento foi colocado igua
volume de solucéo de hipoclorito de sbdio (5% de cloro) por 20 minutos. Em seguida, 0
materid foi lavado oito vezes através de centrifugacdo em 2000 rpm por dois minutos.
Com este processo 0 ovo perdeu a sua camada externa, permanecendo assm, a larva
envolta pea membrana vitdina A liberagdo dessas larvas da membrana vitdina foi
feita através de rgpida agitacdo manua ou oxigenacdo com auxilio de pipeta de Pasteur,
em banho-mariaa 37°C.



3.2. Preparacdo do antigeno
a) Extrato solive bruto de larvas infectantes (EX)

Este antigeno foi processado segundo o método de STARKE-BUZETTI « 4.
(2001). As larvas infectantes de T. vitulorum foram ultra-sonicadas, com auxilio do
gpardho ultra-sonico (Vir Sonic 1001, Virtiso), em meédia de trés ciclos (monitorado em
microscopio optico), com poténcia de 10 watts e pulsagdes continuas. Entre cada ciclo,
a ponteira do aparelho foi mantida em solucéo de PBS gelada e o recipiente contendo as
larvas em manipulagdo foi deixado imerso em &gua contendo gelo triturado. Neste
materid sonicado fol adicionado um inibidor de protease na propor¢cdo de 1 ml do
inibidor/10ml de solucdo de antigeno. Esta suspenséo foi deixada a 4°C por uma noite e
posteriormente centrifugado, por duas vezes seguidas. a primeira a 3000 rpm por 10
minutos e a segunda por 16000 rpm por 30 minutos em centrifuga refrigerada a 10°C. O
sobrenadante obtido foi filtrado em membranas de 02 mm (Gelmen Sciences) e
diquotizadas (500 m) em tubos de Eppendorf. As amostras foram concentradas com
anxilio de uma centrffuga a vécuo (Vacufuge Concentrator 5301, Eppendorf?). Em
seguida, estas diquotas foram estocadas a-70°C.

b) Materia excretor-secretor (ES)

O antigeno ES foi obtido pela cultura das larvas infectantes (10.000/ml) em meio
de cultura, como descrito por RAJAPAKSE et d. (1992), contendo:
10 ml de RPMI-1640 (Sigma R-4130);
1% de glicose;
0,85% de NaHCOs;
Solucdo  antibidtico/antimicdtico (Sigma, A-5955) contendo 5.000 Ul de
peniciling, 5 mg de estreptomicinae 10 ng anforetericina B.

O meio foi corrigido para pH neutro e filtrado com membranas de 3 nm de
porosidade (Gelman Scienc&o). O meio de cultura permaneceu a 37°C em estufa (CO»
Incubator, Sanyoo) com injecéo de 5% CO», por uma semana, segundo RAJAPAKSE et
a. (1992). Semandmente, foi recolhido o sobrenadante da suspenséo larva em cultura,
relizando centrifugacéo a 2.000 rpm por cinco minutos.



O <obrenadante obtido foi filtrado em membranas de 02 mm (Gdman
Sciences’) e foi adicionado a0 liquido o inibidor de protease, na proporcdo de 1 ml
inibidor/10 ml de solugéo de antigeno.

Em suida fo redizada uma didise do liquido coletado com membrana
apropriada (SpectralPor DispoDiayzers, Spectrumo). A didise fo redizada por 24
horas a 4C, em béquer contendo dois litros de PBS a 0,01 M e pH 7,4 sob agitagdo
congante, com auxilio de um agitador magnético (Agitador Magnético TE-085,
Tecndo) a 10 rpm. Apés 24 horas, as amostras foram aliquotizadas e concentradas em

centrifuga a vacuo em tubos de Eppendorf (500 m cada), em seguida estocadas a - 70°C.
C) Liquido Perientérico (Pe)

O antigeno Pe foi obtido seguindo-se a técnica de AMERASINGHE et d. (1992)
com agumeas adaptacOes. A partir de fémeas e machos adultos de T. vitulorum, aravés
de pungdes com auxilio de agulhas hipodérmicas na extremidade poderior dos
paraditas, foi coletado o liquido perientérico. Em seguida, o liquido foi centrifugado a
2.000 rpm por cinco minutos. O sobrenadante (Pe) foi filtrado em membranas de 0,2 nm
(Gelman Scienceso) e adicionado inibidor de proteases na proporcdo de um ml de
inibidor para cada 10 ml do Pe. Em seguida procedeuse a didise como feito para o
antigeno ES, adiquotizado em tubos de Eppendorf com 500 mi cada e estocados a - 70°C.

4. Quantificacdo da proteina

A concentracdo protéica dos antigenos foi determinada pedo méodo de
HARTREE (1972). A ldtura foi redizada em absorbéncia (650 nm) com
espectrofotdmetro CE 2041 200-Series (Cecilo).
5. Conservacdo do antigeno

As moléculas protéicas quando extraidas de organismos vivos podem ser

degradadas pelas enzimas proteases liberadas durante o processo de extracéo
(MAIZELS, 1991). Para evitar que ito acontecesse, foi utilizado o inibidor de proteases



(Sigma, R2714) recongtituidos em PBS para conservacdo dos antigenos de acordo com
ametodol ogia descrita por PAGE et d. (1991).

6. Amostras de materia

6.1. Fezes

As amogiras fecais para redizacdo de exames coprologicos foram coletadas de
bezerros bufaos (n = 20), com a findidade de agrupalos em fases digtintas
(aparecimento ou ascensdo, pico, declinio e expulsdo) da infeccdéo intestind. Edtas
amogtras pertenceram aos animais nascidos no inicio de 1999 e coletadas em periodos
que Se segue:

Diado nascimento até 90 dias de vida (semand mente).

Dos 91 aos 180 dias de vida para confirmacdo de auséncia da oviposicdo de T.
vitulorum (quinzenamente).

Dos 181 aos 365 dias paa veificar possived reinfeccdo por T. vitulorum
(mensamente).

O materid fecd foi coletado manudmente, direto do reto do animd, utilizando-
s sacos plégticos. Este materid foi devidamente identificado e transportado para o
laboratério em caixas de isopor com gelo. No laboratério, as amodras fecais foram
mantidas em geladeira (4°C) até a redizacd do exame coprolégico pela técnica de
WHITLOCK (1948), utilizando-se camaras de McMaster para contagem de ovos por
gramade fezes (OPG).

6.2. Amodtras de soro de bezerros bifal os naturalmente infectados

Os soros dos bezerros bufdos foram coletados diretamente da veia jugular e
separados por faixa et&ia de acordo com o grau da infeccdo intestind da seguinte
forma
a Com um dia de idade antes de receberem o colostro (soros de referéncia negativa).

b) Com um dia de idade depois de receberem o colostro.
¢) No aparecimento e ascensao da ovipos ¢&o.

d) No pico da oviposi¢éo.

€) No declinio (expulsdo) da oviposi¢éo.



f) Na auséncia (autocura) da oviposi ¢éo.

A coleta de sangue foi semand (do nascimento aos 90 dias de vida), quinzend
(91 a 180 dias de vida) e mensal (181 a 365 dias de vida).

Para a redizacdo do WB, as amosiras de soros foram agrupadas (“pool”)
escolhendo 5 grupos de 5 animais (Tabela 1) previamente testados sorologicamente pelo
teste ELISA indireto, conforme SOUZA (2001) e de acordo com seus respectivos OPG.



TABELA 1 — Bezerros bufdos naturdmente infectados por T. vitulorum nascidos no
ano de 1999 segundo OPG e absorbancia pdo méodo ELISA indireto,
IIha Solteira- SP, 2002.

Soro imune de bezerros bufalos com 1 dia de idade ap6s receberem o colostro

i Idade ELISA — Absorbancia (405 nm)*
Ndmero do bezerro ] OPG
(dias) Pe Bx ES

224 1 0 1,733 2,138 2,061
232 1 0 1,829 2,130 2,252
234 1 0 2,180 2507 2,329
235 1 0 1,778 2,091 1,905
239 1 0 1,692 1912 1,938

Soro imune de bezerros bufal os no aparecimento e ascensdo da oviposicéo

218 28 9.200 1,680 1,668 1,261
224 30 500 1,430 1,889 1,525
226 32 1.200 1,436 1510 0924
235 28 2.350 1,440 1,919 1631
236 A 2.350 1,246 2,046 1,607

Soro imune de bezerros bufal os no pico da oviposi¢ao

218 35 16.600 1573 1,638 1,052
231 35 23400 NT NT NT
234 45 5750 1,320 1,582 1310
235 48 31.100 NT NT NT
237 40 34.650 NT NT NT
240 36 9.450 1,465 2171 1,746

Soro imune de bezerros bufal os no declinio (expul sdo) da oviposicéo

224 64 300 1181 1,739 1,006
226 66 1.300 0,393 0,915 0,493
228 64 0 1172 1312 0,851
230 70 0 1251 1352 0,783
234 97 100 1,400 1,204 1112

Soro imune de bezerros bifal os na auséncia (autocura) da oviposi¢éo

224 228 0 2,498 1,864 1511
229 232 0 1,646 1,728 1,014
230 232 0 1,309 1212 0,954
232 238 0 1725 1,336 1,025
239 223 0 1719 1,843 0,627

NT — Soro néo testado
* Dados do ELISA fornecidos por SOUZA (2001).



6.3. Amostras de soro de bifa as adultas natural mente infectadas

O sangue foi coletado diretamente da vela jugular de bifdas. Amostras de soro
de blfalas adultas naturamente infectadas por T. vitulorum no dia do parto por ter se
observado, pedo méodo ELISA indireto, ser 0 soro de referéncia postiva, apos
goresentarem 0 nivel mais eevado de anticorpos anti-Pe, anti-Ex e anti-ES. Desse
modo, os soros destas bufalas foram agrupados (“pool” de 10 amostras), para serem
andisados pelo WB.

6.4. Amostras de cologtro de bufalas adultas naturalmente infectadas

As amostras de colostro das bifdas adultas naturamente infectadas foram
coletadas através da ordenha manual em frascos de 50 ml, no dia do parto, transportadas
a0 laboratorio em caxa de isopor com gelo. Edas amodras foram inicidmente
centrifugadas a 461,9 G em centrifuga refrigerada Hermle - Z323K  (Labnetd ) a 4°C,
por 15 minutos. A seguir descartou-se a gordura concentrada na superficie superior do
tubo com a amostra. Cerca de 8 gotas de coadho comercia, contendo écido bdrico, o
qual possui poder “coagulante’, ou sga, de precipitar a caseina do leite, foram
adicionadas a0 mesmo. E este permaneceu incubado a 37°C, em estufa incubadora para
B.D.O. (Fanema) pelo tempo suficiente para que o leite coagulasse. O coagulo foi
levemente homogeneizado, centrifugado pelo mesmo tempo e rotacdo da primera
centrifugacdo. O sobrenadante foi separado e estocado a —70°C. Em seguida, as
amodtras foram agrupadas (“pool” de 10 amostras), para serem andisadas pelo WB.

6.5. Amodtras de soro hiperimune de camundongos

Foram utilizados 20 camundongos adultos, machos da linhagem Rockefeler,
adquiridos do Biot&io Centrd da UNESP - Campus de Botucatu. Os camundongos
foram aojados em gaiolas especidizadas em sala climatizada (25°C).

Separados em quatro grupos de camundongos machos (n = 5) por gaiola (grupo
controle, Ex, ES e Pe). Os camundongos ficaram em um periodo de adaptacdo por
21 dias.



Para obtencdo de soro-imune dos camundongos 20 nmg/ml de cada antigeno (Ex, ES
ou Pe) por anima foram inoculados intra-peritonedmente, segundo O seguinte
esquema

Dia1 - Imunizacdo com antigeno Ex, ES ou Pe + adjuvante completo de Freund;

Dia 14 - Imunizacdo com antigeno Ex, ES ou Pe + adjuvante inconpleto;

Dia 21 - Imunizagdo com antigeno Ex, ES ou Pe + adjuvante incompleto;

Dia 35 — Exsanglinacdo e obtencdo do soro através de puncéo cardiaca,

indantes gpGs a eutandsia com éer etilico, utilizando o Ssema a vacuo de coleta

sanguinea dos camundongos.
6.6. Processamento e agrupamento dos soros

ApGs a coagulacdo do sangue em temperatura ambiente, o soro foi separado do
codgulo em centrifugador Excelsa Baby (Fanent') a 2.000 rpm, por 10 minutos. As
amodtras de soro foram aiquotizadas, identificadas e conservadas a - 70°C.

Para 0 WB, os soros de todos os grupos foram agrupados em “pool” de cinco
amostras para todos os grupos de bezerros bufalos, 10 amostras para as bufaas
(referéncia pogitiva) no dia do parto e 10 amostras de colostro, além dos grupos de soros
de camundongos, como segue abaiXo:

“Pool” dos soros de referéncia negativa (bezerros bufdos antes de receberem o

colostro).

“Pool” dos soros de referéncia postiva (bifdas no dia do parto) sdecionado

pelo méodo ELISA indireto.

“Pool” do colostro sdlecionado pelo método ELISA indireto.

“Pool” dos soros de bezerros bufalos com um dia de vida apGs receberem o

colostro.

“Pool” dos soros de bezerros bufalos indicando 0 aparecimento e ascensdo da

oviposi¢do confirmado pelo OPG e pelo método ELISA indireto.

“Pool” dos soros de bezerros bufaos indicando o pico da oviposicdo confirmado

pelo OPG e pelo méodo ELISA indireto.

“Pool” dos soros de bezerros biufados indicando o declinio da oviposicio

confirmado pelo OPG e pelo método ELISA indireto.



“Pool” dos soros de bezeros biufdos indicando auséncia da oviposicao
confirmado pelo OPG e pelo método ELISA indireto.

“Pool” dos soros do grupo controle dos camundongos.

“Pool” dos soros do grupo anti-Pe dos camundongos.

“Pool” dos soros do grupo anti- Ex dos camundongos.

“Pool” dos soros do grupo anti- ES dos camundongos.
7. Caracterizacao e andlise dos antigenos

7.1. Eleroforese em gd de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

Os antigenos, preparados conforme mencionado anteriormente, foram separados
por eetroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) (Tabela 2). Para a corrida detroforética foi usado gel de poliacrilamida numa
concentragéo de 12% como descrito por LAEMMLI (1970) e adaptado por MACHADO
et al. (1997). A concentrac@o protéica de cada antigeno a ser usada foi padronizada.

Para a eetroforese, as amostras dos antigenos Pe, Ex e ES foram separadas e
diquotizadas de acordo com o protocolo seguinte: a eetroforese foi redizada em um
goarato “Penguin Water-Cooled Dud-Gd Electrophoress System” (Owl  Separation
Systemso), com a resolugdo do gd (10 cm x 10 cm) de 12% de concentragéo,
suplementada com 5 m de Temed (Sigma, T-9281) e persulfato de amonio 10% (Sigma,
A-3678) em tampdo TRIS-HCl (1 M, pH 8,8) e Bis 0,8%/Acrilamida 30%. O gd foi
preenchido com o antigeno por linha dternadamente com quatro repeticdes na mesma
concentracdo, em placas separadas, e a eetroforese monitorada usando o azul de
bromofenol 1% (Sigma, B8026), em uma corrente constante de 30 mA. A detroforese
foi interrompida quando o azul de bromofenol havia percorrido quase todo o gd. Em
seguida, 0 ge foi imerso em uma solugéo corante-fixadora (£ 20 ml) por 20 minutos
contendo metanol 45%, &cido acético glacial 10% e azul de Coomassie 0,1% (Sigma, B
0149), em seguida imerso numa solugdo descorante & 50 ml) por 1 hora (metanol 10%,
&cido acédtico glacia 10%), por ultimo numa solucdo secadora (metanol 40% e glicerol
3%) conforme BOLLAG & EDELSTEIN (1991). O peso molecular dos antigenos foi



caculado comparando com peso molecular do padrdo (M-0671, Sigma) de acordo com
amobilidede rdativa (MR):

MR = Disténcia.da.migracéo.da. proteina
Distancia.da.migracéo.do.azul .de.bromofenol

Os vdores das MRs (ordenada) séo relacionados aos pesos moleculares
conhecidos (abscissa) em um gréfico semilogaritmo, servindo de base de interpolacéo
para outras proteinas.

Os gés com as handas protéicas foram eetroforeticamente transferidos para
membranas de nitrocdlulose (0,22 mm) de acordo com o procedimento descrito por
TOWBIN et al. (1979) pararedizacdo do WB.

7.2. “Western blot” (WB)

Apos a separacéo dos antigenos por SDS-PAGE foi redizado o teste de WB em
duas repeticbes para andisar as fragbes protéicas na mistura complexa pelos anticorpos
anti-T. vitulorum dos soros de camundongos experimentamente imunizados (Tabela 3),
bezerros biufdos (Tabela 4) e blfaas adultas no dia do parto (Tabela 5) naturamente
infectados. Segundo SCOTT (1989) este teste € comumente usado para andise de
proteinas separadas pelo SDS-PAGE depois de reducéo pelo 2-mercaptoetanol ou
ditioeritrol e aguecidos a 100°C.

O gd foi retirado da placa de eetroforese e mergulhado no tampdo de
transferéncia (tampdo tris-gidna-metanol) aém das egponjas, filtros e membranas de
nitroculose (Sigma, N-6395) por 30 minutos. Foi montado o sanduiche banhado em
tampdo de transferéncia e fixado a cuba eetroforética para executar a transferéncia por
12 horas a 35V congante. ApGs a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi corada
em solucdo PonceaurS 0,5% (Malinckrodt, C.1.27195) em solucéo de &cido acético a
1% e, em seguida, foi cortada em tiras e previamente descoradas em TBS-Tween. As
tiras foram incubadas em solucéo de 5% leite em po desnatado em TBS adicionada de
soro de coelho a 5% por 90 minutos. En seguida, as amostras foram incubadas com os
soros testes (soros de bufalos e camundongos) diluidos 1:50 em solucéo de 5% leite em
po, sob agitacdo congtante, a temperatura ambiente, em intervalos padronizados, em um
homogenizador circular (GIas-CoIO). Posgteriormente, foram lavadas trés vezes antes de
serem incubadas com o anticorpo secundario conjugado a fosfatase dcalina (anti-bovine
IgG dkaline phosphatase conjugate, Sigma A-7914) diluido 1:30.000 e adicionadas em



solucdo de 5% leite em pd. Apos as lavagens, as amodras foram incubadas e
monitoradas com o subgtrato enzimé@ico (BCIP/NBT, Cabiochem, 203790) aé o
gparecimento das bandas nas tiras (x 10 min.) de acordo com BLAKE et a. (1984)
adaptado por MACHADO et al. (1997).

Para excluir a posshilidade de reacdo inespecifica, o teste WB foi redizado na
auséncia do soro teste, ou na auséncia do conjugado, ou na auséncia do substrato. Além

da substituicdo do soro teste pelo soro fetal bovino. Todos estes testes gpresentaram

resultados negativos.



8. Ddineamento experimenta

TABELA 2 - Separacdo das fragdes antigénicas em eletroforese.

Padréo Antigeno
(Sigma, M-0671) Pe Ex
SDS-PAGE X X X X

TABELA 3 - WB dos soros obtidos de camundongos imunizados contra antigenos EX,

ESePe.
Sor o hiperimune de camundongos
Antigeno Pe Ex ES
Pe X X X
Ex X X X
ES X X X

TABELA 4 — WB dos soros obtidos de bezerros bifaos naturamente infectados em

diferentes faixas etérias.

Soro de bezerros bifalos naturalmente infectados

Antigeno ldia(antes | 1dia(apds 16-39 dias 40-47 dias | 48-117 dias | 223-238 dias
dereceber o | receber o (A) P (D) (Au)
colostro)* colostro)
Pe X X X X X X
Ex X X X X X X
ES X X X X X X

1- Referéncia negativa
A - Aparecimento e ascensao da oviposi¢do confirmado pelo OPG

P - Pico da oviposi¢ao confirmado pelo OPG

D - Declinio da oviposicdo confirmado pelo OPG
Au - Auséncia da oviposi¢do confirmado pelo OPG

TABELA 5—WB de soro e colostro obtidos de bifaas adultas no dia do parto.

Soro- e colostro de bufalas adultas

Antigeno
(Dia do parto)
Pe X
Ex X
ES X

1- Referénciapositiva



RESULTADOS

1. Par@metros parasitol 6gicos

O grau da infeccéo intestind por T. vitulorum em bezerros bufaos foi avdiado
através de contagens de ovos por grama de fezes (OPG) de acordo com WHITLOCK
(1948). Através de amodtras de fezes examinadas semandmente desde 0 nascimento dos
bezerros até 180 dias gproximadamente (Tabela 6 e Figura 1), foi observado que os
bezerros bufalos iniciaram a oviposicéo aos 16 dias, atingiram o pico de OPG entre 40 e
47 dias (Tabela 6 e Figura 1). Apds o pico, 0 niUmero de ovos comegou a declinar, aé
apresentar-se nulo a partir dos 118 dias (Tabela 6). Pode-se condtatar que a infecgdo
intestind gpresentou quatro fases digtintas (Figura 1):

Aparecimento e ascensdo entre 16 a 39 dias de idade;
Pico entre 40 a47 dias de idade;

Declinio (expulsio) entre 48 a 117 dias de idade e
Auséncia (autocura) a partir de 118 dias de idade.



TABELA 6 — Numero de ovos de T. vitulorum por grama de fezes de bezerros bufalos
naturdmente infectados segundo a idade, nUmero de animais andisados

e amplitude de variacdo, com idades de 1 a 192 dias, Ilha Solteira — SP,

2002.

qud& Quantidad(_—:- de OPC_S Amplitude

(dias) bezerros analisados (média)
1 9 0 0
2-7 10 0 0
8-15 20 0 0
16-23 21 11,9 0-250
24-31 17 1570,6 0 - 7400
32-39 16 5353,1 0-—23400
40-47 18 8525,0 0—55450
48-55 16 6009,4 0-31100
56-63 10 3070,0 600 — 7800
64-71 11 2463,4 300 - 6550
72-79 6 1200,0 400 — 3050
80-87 8 525,0 100 — 1200
88-102 15 190,0 0-1150
103-117 11 54,5 0-250
118-132 13 0 0
133-147 13 0 0
148-162 7 0 0
163-177 5 0 0
178-192 2 0 0
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FIGURA 1 — Numero de ovos de Toxocara vitulorum por grama de fezes (OPG) de bezerros bufal os nascidos no ano de 1999, segundo aidade.



2. SDS-PAGE

As Figuras 2, 4 e 6 apresentam as andises detroforéticas dos antigenos Pe, Ex e
ES em diferentes concentracOes, coradas com azul de Coomassie. De acordo com as
mobilidades relativas no SDS-PAGE 12%, o antigeno Pe ievelou nove fragdes protéicas
(11,5, 14,2, 31, 38, 58, 76, 88, 112 e 165 KDa), o0 antigeno Ex revelou onze (11,2, 13,3,
16,5, 22, 25, 32, 43, 53, 68, 82 e 96 KDa) e o antigeno ES revelou a presenca de oito
(19, 48, 56, 64, 90, 110, 150 € 190 KDa) (Figuras 3,5 e 7).

Os antigenos Pe e Ex mostraram-se idénticos quanto a concentrag@o de proteinas
pelo méodo de HARTREE (1972) de 13,7 mg/ml, enquanto que a do antigeno ES foi
de 2,7 mg/ml. A mehor visudizacdo das fragbes protéicas separadas pedo SDS-PAGE
foram de 41,1 pg para o antigeno Pe, 109,6 pg para o antigeno Ex e 54 g para o
antigeno ES (Figuras 3,5 e 7).
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FIGURA 2 — Mobilidade rdlativa do antigeno Pe em relacdo a0 peso molecular (KDa)
da amostra padrdo (Sigma, M-0671). Informacéo obtida de um minigel de
SDS-PAGE a 12% corado com azul de Coomassie.
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FIGURA 3 — SDS-PAGE a 12% do antigeno Pe de T. vitulorum revelando pesos
moleculares de 11,5, 14,2, 31, 38, 58, 76, 88, 112 e 165 KDa corado por
azul de Coomassie na mncentracdo de 41,1 pg. (P) Pesos moleculares da
amostra padréo (Sigma, M-0671).
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FIGURA 4 — Mohilidade relativa do antigeno Ex em relacéo ao peso molecular (KDa)
da amostra padrdo (Sigma, M-0671). Informacdo obtida de um minigd de
SDS-PAGE a 12% corado com azul de Coomassie.
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FIGURA 5 — SDS-PAGE a 12% do antigeno Ex de T. vitulorum revelando pesos
moleculares de 11,2, 13,3, 16,5, 22, 25, 32, 43, 53, 68, 82 e 96 KDa
corado por azul de Coomassie na concentracéo ce 109,6 ug. (P) Pesos
moleculares da amostra padrdo (Sigma, M-0671).
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FIGURA 6 — Mobilidade relativa do antigeno ES em relacdo ao peso molecular (KDa)
da amodtra padrdo (Sigma, M-0671). Informacdo obtida de um minigel de
SDS-PAGE a 12% corado com azul de Coomassie.
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FIGURA 7 — SDS-PAGE a 12% do antigeno ES de T. vitulorum revelando pesos
moleculares de 190, 150, 110, 90, 64, 56, 48 e 19 KDa corado por azul
de Coomassie na concentragdo de 54 pg. (P) Pesos moleculares da
amostra padrdo (Sigma, M-0671).



3. “Western blot” (WB)

Apos a transferéncia das fragbes de antigenos para membrana de nitrocelulose, a
deteccdo das fragbes antigénicas foi pelo uso de anticorpos anti-T. vitulorum (“pool” de
soros-imunes de bezerros naturdmente infectados, de bifalas adultas no dia do parto, do
colostro e de soros-imunes de camundongos imunizados experimentamente). O
anticorpo primario (soro-imune dos bufdos) reconheceu as proteinas de interesse
enquanto o anticorpo secundario  (conjugado a fosfatase dcding) reconheceu a porcéo
Fc do anticorpo primério. O anticorpo secund&io, por sua vez, reagiu com o substrato
enzimatico (BCIP/NBT) que resultou num precipitado de cor pUrpura-escuro, revelando
as bandas de proteinas.

Quase todas as bandas protéicas separadas pelo SDS-PAGE foram identificadas
pelos soros-imunes especificos aravés do WB (Tabela 7 e 8, Figuras 8, 9 e 10).
Andisando, primeiramente o soro de biufdas adultas no dia do pato (referéncia
positiva), todas as bandas foram reconhecidas frente as imunogobulinas anti-Pe e anti-
ES, porém sais bandas ndo foram reconhecidas quando andisadas pelo antigeno Ex
(11,2, 13,3, 16,5, 22, 25 e 32 KDa). Em seguida, quando se analisou 0 soro de bezerros
bufalos antes de receberem o colostro (referéncia negativa), pdde-se observar que ndo
houve reconhecimento de nenhuma banda dos trés antigenos (Tabela 7, Figura 8). Por
outro lado, o colostro coletado no dia do parto apresentou a mesma regtividade
observada no soro das bifa as aos trés antigenos.

Os anticorpos anti-T. vitulorum presentes nestes soros foram capazes de
reconhecer as bandas de 165, 112 e 88 KDa do antigeno Pe e as fracOes de 96, 82 e 68
KDa do antigeno Ex, em todos os soros. Porém, com maior freqliéncia as bandas de 76,
58, 14,2 e 11,5 KDa para o antigeno Re; as de 53 e 43 KDa para o antigeno Ex e as
bandas de 190, 150, 110 e 19 KDa para o0 antigeno ES. Contudo, as bandas 38 e 31 KDa
para 0 Pe; a de 25 KDa para 0 Ex e por Ultimo as de 90, 64, 56 e 48 KDa para 0 ES,
foram ocasondmente reconhecidas. Findmente, as bandas de baixo peso molecular
(32, 22, 16,5, 13,3 e 11,2 KDa) do antigeno Ex ndo se mostraram antigénicas com 0s
soros testados (Tabela 7).

O soro de bezerros bufaos com um dia de vida, mas ap6s receberem o colostro,
reconheceu bandas protéicas smilares aquelas reveladas pelo colostro e pelo soro das
bufaas adultas, frente aos trés antigenos. Porém, aqui foi verificada pela primeira vez a
presenca da reatividade da Unica banda de 25 KDa.



Os anticorpos dos soros de bezerros bufalos durante a fase de aparecimento e
ascensdo reagiram com todas as bandas dos antigenos Pe e ES, repetindo assm o
mesmo resultado dos soros das bufalas adultas no dia do parto e do colostro, dém dos
bezerros com um dia de idade, apds receberem o colostro. O mesmo foi verificado com
0 antigeno Ex, porém a banda de 25 KDa desapareceu neste grupo (Tabela 7, Figura 9).
Ja nas fases de pico e declinio, os anticorpos sorolégicos reagiram com gpenas trés
bandas dos antigenos Pe (165, 112 e 88 KDa) e Ex (96, 82 e 68 KDa), porém @m o
antigeno ES, reagiram com cinco bandas (190, 150, 110, 56 e 19 KDa) no pico e quatro
(190, 150, 110 e 19 KDa) no declinio. Na fase de auséncia, enquanto que os antigenos
Pe e Ex continuaram a ser reconhecidos pelos anticorpos (trés bandas), nenhuma banda
do antigeno ES foi detectada (Tabela7 e Figura 9).

Com relacéo aos soros dos camundongos imunizados pelos antigenos Pe, Ex e
ES verificorse que os anticorpos sorolégicos anti-Pe, anti-Ex e anti-ES reagiram com a
maioria das bandas protéicas com seus respectivos antigenos homdélogos. Como por
exemplo, no soro imune anti-Pe, foi possivel verificar 0 reconhecimento da maioria das
bandas do antigeno Pe, porém verificourse também reacdo cruzada com as bandas de
96, 82 e 68 KDa do antigeno Ex, mas nenhuma d antigeno ES. Além disso, 0s soros
imunes contendo os anticorpos anti-Ex e anti-ES por sua vez, reagiram com a maioria
das bandas dos antigenos ES e Ex, respectivamente. Porém, o anti-Ex reagiu somente
com quatro bandas do antigeno Pe (165, 112, 88 e 76 KDa) e o anti-ES, por outro lado,
reagiu com sete bandas do antigeno Pe (165, 112, 88, 76, 58, 14,2 e 11,5 KDa) (Tabela
8 e Figura 10). Entretanto, as bandas de 165, 112, 14,2 e 11,5 KDa do antigeno Pe e a
banda de 96 KDa do antigeno Ex, foram reveladas no soro de camundongos néo

imunizados (grupo do controle), mesmo que, fracamente reetivos.



TABELA 7 — Caracterizacdo dos antigenos Pe, Ex e ES pelo SDS-PAGE e andlise pelo WB.

Bandas detectadas no Western blot car acterizadas por pesos mol eculares (KDa)

SDS-PAGE . i Soros de bezerros bufal os natural mente infectados
Referéncia Referéncia
(KDa) positivat negativar* Colostro*** Um dia (ap6s receber o Aparecimento e Pico Declinio Auséncia
colostro) ascenséo (expulséo) (autocura)

Pe E ES| P E ES|Pe E ES| Pe E ES Pe Ex ES Pe E ES | Pe Ex ES| Pe E ES | Pe Ex
165 9% 190 165 96 190 - - - 165 9% 190 165 9% 190 165 96 190 | 165 96 190 | 165 96 190 | 165 96
112 82 150| 112 8 150 | - - - | 112 8 150| 112 82 150 12 8 150 | 112 8 150 | 112 82 150 | 112 82

88 68 110| 8 68 110 | - - - 88 68 110 83 68 110 838 68 110 | 8 68 110| 88 68 110 | 8 68

7% 53 90| 76 53 90 - - - 7% 53 990 76 53 0 76 53 90 - - - - - - - -

58 43 64| 58 43 o4 - - - 58 43 ©4 58 43 64 58 43 o4 - - - - - - - -

31 25 48| A - 48 - - 31 - 48 31 25 48 31 - 48 - - - - - - - -
142 22 19| 142 - 19 - - 142 - 19 14,2 - 19 14,2 - 19 - - 19 - - 19 - -
115 165 115 - - - 115 - 115 - 115 - - - - - - -

133 - - - - - - - -
112 - - - - - - - -

- N&o apresentou reatividade.

* Soro de bufalas adultas naturalmente infectadas (no dia do parto).

** Soro de bezerros bufal os natural mente infectados antes de receber o colostro.
*** Colostro de bufal as adultas naturalmente infectadas (no diado parto).



TABELA 8 — Caracterizaco dos antigenos Pe, Ex e ES pelo SDS-PAGE e andise pelo
WB utlizando-se soros  imunes de  camundongos  imunizados
experimentamente com os antigenos Pe, Ex e ESde T. vitulorum.

Bandas detectadas no Western blot caracterizadas por pesos moleculares
SDS-PAGE (KDa) (KDa)
Soros imunes de camundongos imunizados
Controle Anti-Pe Anti-Ex Anti-ES
Pe Ex ES | Pe Ex ES| Pe E ES| P E ES| Pe E ES
165 9% 190 | 165 96 - 165 96 - 165 9% 190 | 165 9% 190
112 8 150 | 112 - - 112 8 - 112 8 150 | 112 8 150
83 68 110 | - - - 83 68 - 83 68 110 | 88 68 110
76 53 0 - - - 76 - - 76 53 Q0 76 53 0
58 43 64 - - - 58 - - - 43 64 58 43 64
33 32 56 - - - - - - - - 56 - - 56
31 25 48 - - - - - - - - 48 - - 48
142 22 19 | 142 - - 142 - - - - 19 | 142 - 19
115 165 15 - 15 - - - 15 -
133 - - - -
11,2 - - - -

- N&o apresentou reatividade.
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FIGURA 8 — Andise pedo WB do (1) “pool” dos soros de bifaas adultas no dia do parto (referéncia postiva) e (2) “pool” de soros de
bezerros bufalos com um dia pds-parto antes de receberem o colostro (referéncia negativa). (A) Antigeno Pe (41,1 ), (B)
Antigeno Ex (109,6 ng) e (C) Antigeno ES (54 nu).
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FIGURA 9 — Andise pelo WB do (1) “pool” de colostro de bufdas no dia do parto e “pool” de soros imunes de bezerros bifalos (2) com
um dia de idade apds receberem o colostro, (3) aparecimento e ascensdo, (4) pico, (5) declinio e 6) auséncia. (A) Antigeno Pe
(41,1 ny), (B) antigeno Ex (109,6 ng) e (C) antigeno ES (54 ny).
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FIGURA 10 — Andise pdo WB do “pool” de soros imunes de camundongos de quatro grupos digtintos: (1) controle, (2) anti-Pe, (3)
anti-Ex e (4) anti-ES. (A) Antigeno Pe (41,1 ng), (B) antigeno Ex (109,6 ng) e (C) antigeno ES (54 ny).



DISCUSSAO

1. Par&metros parasitol 6gicos

Através dos exames coprolégicos, pode-se observar que os bezerros bufdos
iniciaram diminagd de ovos nas fezes a patir de 16 dias, demondrando uma
precocidade da infeccdo por T. vitulorum ja constatada por outros autores (TONGSON,
1971; WARREN, 1971; CHAUHAN et d., 1974; STARKE €t d., 1983; ROBERTS,
1990a e STARKE-BUZETTI e d. 2001). Um dos moativos que justificam a precocidade
desta infeccdo € a aguisicdo das larvas deste paradita através do colostro materno
(WARREN, 1971; STARKE et d., 1992; ROBERTS €t a., 1990 e SOUZA, 2001). No
presente experimento, verificorse que 0 pico da oviposicdo ocorreu em torno de 40 —
47 dias de idade quando a contagem de OPG comecou a declinar devido a ressténcia
adquirida. Eda queda foi em decorréncia da expulsio natura dos hedmintos peos
bezerros bufdos (CHAUHAN et d., 1974; STARKE et al., 1983; NEVES, 2001 e
SOUZA, 2001). O OPG tendeu a nulo a partir de 117 dias, mesmo quando mantidos em
locais contaminados por ovos e larvas infectantes, confirmando o faio de ndo haver
reinfeccdo intestind. Esta autocura esponténea foi estudada recentemente por NEVES
(2001) e SOUZA (2001).

Pdos exames coprologicos redizados sequencidmente verificouse que 0s
bezerros bifdos apresentaram uma contagem média de 8525 OPG no pico da
oviposicdo. AKHTAR et d. (1982) consderaram 5.000 OPG como infeccéo leve, 5.000
a 10.000 OPG como infecgdo moderada e acima de 10.000 OPG como infecgdo grave.
Portanto, os bezerros bufalos, durante o pico, encontravamse com infeccdo moderada
por T. vitulorum. BARUAH et a. (1980) detectaram casos clinicos de diaréa e
desidratagdo com 2.700 e 16.000 OPG e casos de toxemias com 31.000 e 66.000 OPG.



No entanto, os bezerros bufalos do presente trabaho, apresentaram diarréia somente no

periodo de expulsdo do parasita (a partir de 118 dias).

2. Caracterizacéo antigénica por SDS-PAGE

A caacterizacdo dos antigenos de T. vitulorum é essencid para entender a
relacdo hospedeiro-parasita e é especificamente importante no caso da migracéo
tecidua em blfdos. Neste estudo foram observados componentes antigénicos no
antigeno Pe com pesos moleculares aparentes de 11,5, 14,2, 31, 38, 58, 76, 88, 112 e
165 KDa e para o antigeno Ex 11,2, 13,3, 16,5, 22, 25, 32, 43, 53, 68, 82, e 96 KDa
demongtrando uma ampla variacdo de pesos moleculares obtidas de andlise de um g
na concentracdo de 12% de moléculas desnaturadas, porém ndo excluiu a possbilidade
de revdar mas componentes em concentragbes diferentes como por exemplo,
utilizando gradientes de concentracdo, ou mesmo pela coloracdo por nitrato de prata.

Os resultados agui apresentados tém similaridade com os achados de outros
autores quando relataram que o materiad ES de larvas infectantes de T. canis é uma
mistura protéica complexa com um amplo acance de pesos moleculares (MAIZELS et
a. 1984, BADLEY et a. 1987 e ZARNOWSKA & JASTRZEBSKA 1994). A
identificacdo protéica do antigeno ES de larvas infectantes de T. vitulorum revelou
proteinas de 19, 48, 56, 64, 90, 110, 150 e 190 KDa, enquanto que MAIZELS et 4.
(1984) encontraram fragdes protéicas variando de 32-400 KDa (32, 55, 70, 120 e 400
KDa) detectados no material excretor-secretor de T. canis;, portanto, trés bandas
protéicas se mostraram similares a0 T. vitulorum (56, 64 e 110 KDa4). Por outro lado,
ZARNOWSKA & JASTRZEBSKA (1994) encontraram 15 fracbes protéicas do
antigeno ES de T. canis (19-200 KDa) revelando similaridades nas bandas de 56 e 64
KDa Algumas diferencas qudlitativas observadas sugerem diferencas das espécies
pesquisadas e diferentes métodos adotados na preparacdo dos antigenos e na técnica do
SDS-PAGE. Além diso, mesmo pequenas diferencas nas condicbes eetroforéticas,
bem como concentragBes e quantidade de proteinas separadas podem também afetar os
resultadosfinais,

A concentragdo protéica do antigeno ES edtimada foi de 10 hg/dia, por larva
infectante de T. vitulorum, acima do que SAVIGNY (1975) estimou (9 a 10 r g/dia) e
MEGHJ & MAIZELS (1986) estimaram (200 r g/dia) ambos pela cultura de T. canis.



No entanto, foi smilar ao resultado de BADLEY et d. (1987), 8 hg/dia, também em T.
canis. A possivel razéo pelo qua houve a diferenca de milhares de vezes em relagéo a
SAVIGNY (1975) no rendimento de proteina pode ter sido devida a0 méodo de
manutencdo das lavas. SAVIGNY (1975) utilizou 0 meio essencid minimo de
“Eagles’ com sd de “Hanks’, a0 passo que utilizamos meio de cultura completo RPMI-
1640 com HEPES tamponado. Outra possivel razéo seria a Uutilizacdo de espécies

diferentes gpesar do mesmo género do parasita.

3. Caracterizacdo antigénica peo WB de soro e cologtro de bifaas adultas naturalmente
infectadas no diado parto

A reacdo dos componentes protéicos dos antigenos de T. vitulorum (anti-Pe,
anti-Ex, anti-ES) testados com os anticorpos dos soros imunes das bufdas adultas
Seguiu o reconhecimento pelo WB.

O soro de bdfalas adultas no dia do parto (referéncia positiva) reconheceu quase
todas as fragbes dos antigenos detectadas na eletroforese. No entanto, a reacéo frente ao
antigeno Ex ndo revelou as fragdes protéicas de baixos pesos moleculares (11,2 a 32,0
KDa). A excegio do antigeno Ex, verificado na presente pesquisa, estes resultados
foram condizentes com os de SOUZA (2001) que verificou dtos niveis de anticorpos
anti-Pe, anti-Ex e anti-ES presentes neste periodo. Estes resultados sugerem que nesse
periodo, as larvas que estariam em hipobiose poderiam estar migrando para a glandula
mamaia, edimulando o sisema imunoldgico, conforme ROBERTS (1990b) que
mencionou a migracdo das larvas de T. vitulorum do figado para a glandula maméaria
das bufdas, oito dias antes do parto. Apesar das bufaas gpresentarem niveis eevados
de anticorpos anti-T. vitulorum ndo foram suficientes para impedir que as larvas fossem
eliminadas, via cologtro. Além disso, dtos niveis de anticorpos nos soros de bufdas no
peripato também foram mencionados por RAJAPAKSE et d. (1994), STARKE-
BUZETTI et d. (2001) e SOUZA (2001) através do método ELISA, e por BANERJEE
et d. (1998), pela técnica de hemoagl utinagéo indireta e imunoe etroforese.

Resultado semehante foi observado quando utilizou o colostro de bufdas no dia
do parto, frente aos antigenos Pe, Ex e ES. Os anticorpos revelaram as mesmas fragoes
protéicas verificadas no soro das bufdas adultas, no mesmo periodo pds-parto,
demonstrando a passagem dos anticorpos para o0 colostro, conforme verificado por
RAJAPAKSE et a. (1994). O cologro, dém de trandferir imunoglobulinas para 0s



bezerros, também é consderado uma via de transmissdo de larvas infectantes (MIA et
a., 1975; STARKE et a., 1983; ROBERTS et d., 1990 e STARKE €t d., 1992), e estas

imunoglobulinas ndo protegeram os animais contra a aquisicdo das larvas.

4. Caracterizacdo antigénica pelo WB de soros imunes de bezerros bufaos naturamente

infectados por T. vitulorum em diferentes fases

Andisando-se a reacdo das amostras de soros de bezerros bufalos com um dia de
idade, apds receberem os anticorpos via colostro, nota-se que quase todas as fragles
protéicas foram reconhecidas pdo WB, adém de ter havido 0 gparecimento de uma
banda adicional de 25 KDa, frente a0 antigeno Ex. Desta forma, neste grupo, todas as
bandas detectadas pelos anticorpos anti-Pe, anti-Ex e anti-ES foram smilares aquelas
detectadas no colostro, indicando a passagem e a absor¢cdo das imunoglobulinas do
colostro pelos bezerros bufaos, ja dentro das primeiras 24 horas de vida. Por outro lado,
0s soros de referéncia negativa, por serem provenientes de bezerros bufalos que néo
mamaram o colostro,  consequentemente, ndo agpresentaram nenhuma banda no WB.
Edtes dados mais uma vez, confirmaram a trandferéncia de imunoglobulinas 1gG do
colostro para os soros de bezerros bufalos. Dados semelhantes foram obtidos por
RAJAPAKSE et a. (1994); STARKE-BUZETTI et a. (2001) e SOUZA (2001), através
do ELISA.

Além disso, nos soros de bezerros na fase de gparecimento e ascensdo, verificou
se a mesma frequéncia de reatividade com as bandas dos trés antigenos. Porém, a banda
de 25 KDa ja ndo mais foi detectada em quaquer outra fase da infeccdo intestind,
sugerindo agui uma possivel reacd0 cruzeda ou mesmo dgum tipo de fdha no
processamento da técnica. Os anticorpos, dos soros de bezerros bufalos, um dia apos
mamarem o colostro e dos da fase de aparecimento e ascensdo, reagiram com as
mesmas bandas protéicas dos trés antigenos. Além disso, STARKE-BUZETTI e 4.
(2001) observaram, pelo ELISA, niveis maximos de anticorpos anti-Ex em animais com
até 15 dias de idade, e entdo a partir dai, estes anticorpos comegaram a sofrer uma
queda na concentracdo. Ja SOUZA (2001) observou nivels maximos de redtividade até
45 dias de idade para 0 antigeno Pe e ES. Na presente pesguisa, durante o periodo
compreendido entre um a 39 dias, ndo houve variagdo na quantidade de bandas
reveladas pelo WB, em relagdo aos dados do soro e do colostro da bufaas.



As imunoglobulines anti-Pe, anti-Ex e anti-ES que anda encontrava-se em
concentragOes dtas até a fase de pico (40 - 47 dias de idade) comecaram a declinar a
partir de entdo, especidmente as bandas de baixos pesos moleculares, que comegaram a
desaparecer pdo WB. O mesmo fol verificado durante a fase de expulséo  parasita
(48 — 117 dias de idade). Este fato sugere que os anticorpos que ainda restaram foram
proeminentes do colostro porém, a concentracdo destes anticorpos declinou
progressvamente, como também verificados por STARKE-BUZETTI et d. (2001) e
SOUZA (2001) que reportaram esta queda em relacdo aos niveis de anticorpos
sorologicos, nas fases de pico e declinio, detectados pelo ELISA. No entanto, pode-se
resdtar agui a dmilaridade no reconhecimento das bandas protéicas que anda
permaneceram: as de 88, 112 e 165 KDa do antigeno Pe, as bandas de 68, 82 e 96 KDa
do antigeno Ex e as bandas de 19, 110, 150, e 190 KDa do antigeno ES. Nesse ponto,
pode-se levantar a seguinte hipétese: os anticorpos (IgG) recebidos pelo colostro apesar
de ndo terem protegido os animais de adquirirem a infeccdo poderiam estar participando
do processo de expulsio dos parasitas adultos do lUmen intestinal. WAKELIN (1996)
assndou V&ios mecanismos imunoldgicos e inflamatdrios que podem estar envolvidos
na resposta protetora contra os parasitas do lumen intetind. Dedta forma, as
imunoglobulinas 1gG  provenientes do soro poderiam dcancar 0 lUmen intestind e
apesar de sua protedlise, a porcéo Fab da IgG poderia permanecer intacta e funcional
por dgum tempo e apresentar acdo no loca do parasitismo (WAKELIN, 1996). Porém,
a resposta imune envolve um conjunto de reacBes complexas com participacdo celular
(enterdcitos,  linfocitos,  eosindfilos, madtécitos e macrdfagos) e mediadores
inflamatorios. Além disso, os componentes antigénicos liberados no lUmen intesting
durante 0 crescimento, muda, maturacdo, reproducdo, adimentacdo e excregdo dos
paraditas adultos e jovens podem condituir uma congante estimulacdo da mucosa e
conseqlientemente desencadear uma resposta imune protetora.

Por Ultimo, andisando-se a fase de auséncia ou autocura (223 — 238 dias de
idade), que representou o periodo de trés a quatro meses de auséncia de ovos de T.
vitulorum nas fezes dos bezerros, pode-se verificar que as fraghes presentes reveladas
nesta fase foram smilares as da fase anterior (declinio ou expulséo do parasita). Porém,
ndo se observou redtividade a qualquer banda do antigeno ES. Estes resultados, podem
ugerir que as imunoglobulinas IgG anti-Pe e anti-Ex presentes nos soros dos bezerros
bifalos, duante as diferentes fases da infeccdo intestina, reconheceram com maior

intensdade e freqiéncia as bandas protéicas de dto peso molecular nos trés antigenos



estudados (68 — 190 KDa). Analisando-se os resultados de SOUZA (2001), a respeito da
resposta imune humord pelo ELISA, de bezerros bufdos com idades superiores a 150
dias, verificorse uma devacdo nos nivels de anticorpos, principdmente anti-Pe e anti-
EX, que permaneceram em leve ascensdo até 365 dias. JA a concentracdo do anti-ES,
apesar de ter apresentado ligeira elevacéo a partir de 150 dias, esta ndo ultrapassou a
linha de corte. Comparando-se ainda os resultados de SOUZA (2001) com os da
presente pesquisa, pode-se sugerir que as bandas de ato peso molecular ainda presentes
nos grupos de animais que ndo se encontravam com paraditas adultos no trato intestinal,
podem ter sdo decorrentes de anticorpos produzidos ativamente. Como nesta fase, néo
s detectaram ovos nas fezes dos bezerros bufalos, estes anticorpos, possivelmente,
foram decorrentes de uma resposta imunologicamente mediada pelas larvas migratorias
no intestino para os demais tecidos (figado, pulméo, etc). Como os bezerros bufaos
permaneceram na mesma pastagem contaminada com ovos infectantes, constantemente
eiminados pelas fezes dos animais paadtados, deduz-se a posshilidade de
contaminacdo. Como 0s animais, com 223 a 238 dias de idade (fase de auséncia ou
autocura) apresentavamse com OPG nulo a partir de 117 dias, concluiu-se que as
reacOes imunoldgicas adquiridas durante o periodo de pico e expulsdo contribuiram para
que 0s animas se tornassem resigentes as reinfecgdes intestinais. Resta, no entanto,
conhecer se estes anticorpos continuardo a ser produzidos aivamente contra as larvas

migrantes, principamente, nas novilhas em fase reprodutiva.

5. Especificidade antigénica

A especificidade antigénica dos antigenos Pe, Ex e ES foi testada usando-se
soros hiperimunes de camundongos inoculados experimentalmente com estes antigenos,
pelo WB. As reacfes obtidas destes soros imunes (anti-Pe, anti-Ex e anti-ES) com seus
respectivos antigenos (reacdo homdloga) e com antigenos diferentes (reacdo heterdloga)
adequaram-se ao esperado.

O soro anti-Pe, reconheceu quase todas as bandas do antigeno Pe, permanecendo
ausentes somente as bandas de 38 e 31 KDa reveladas no SDS-PAGE. Houve reacéo
cruzada com as bandas de 96, 82 e 68 KDa do antigeno EX, mas ndo com ES.
Entretanto, verificorse no soro de camundongos ndo imunizados (grupo controle), a
presenca das bandas de 165, 112, 14,2 e 11,5 KDa do antigeno Pe e a banda especifica
de 96 KDa do antigeno EX, mesmo que fracamente reativos, sugerindo agui, a



possihilidade de reacéo cruzada com uma possive infeccdo paradtaria intestind  por
edes animais.

Em relacdo aos grupos anti-Ex e anti-ES, pode-se verificar pouca especificidade
antigénica, porém tiveram comportamento smilar entre §. No soro anti-Ex, dém do
reconhecimento das bandas de pesos moleculares entre 43 a 96 KDa de seu homadlogo,
houve reconhecimento de oito bandas do heterdlogo ES (19 — 190 KDa) e quatro bandas
do heter6logo Pe (76 — 165 KDa). O mesmo acontecendo para 0 grupo anti-ES com seu
homdlogo, reconhecendo todas suas bandas (19 — 190 KDa) porém, cinco bandas do
heterélogo Ex e sete bandas do heterdlogo Pe (11,5 — 165 KDa).

Outros autores verificaram reacOes cruzadas principdmente nos estudos de
antigenos de larvas infectantes de T. canis em rdagd as outras espécies
filogeneticamente smilares, como por exemplo, ASHOUR et a. (1995) com Toxascaris
leonina, Parascaris equorum, Toxocara canis e T. vitulorum, sugerindo que este Ultimo
apresentou-se mais divergente das espécies e MASSRY e d. (1999) com T. canis e
Toxascaris leonina. Além disso, ABDEL-RAHMAN et a. (2000) verificaram reagdes
cruzadas entre T. vitulorum, Moniezia e F. gigantica com seus respectivos anti-soros
produzidos em coehos e HASSANAIN e a. (2000) encontraram também reacOes
cruzadas entre F. gigantica e T. vitulorum nos seus respectivos anti-soros produzidos
em coelhos. No entanto, na presente pesquisa, ainda ndo foi possivel avdiar a reacéo
cruzada com os antigenos de Srongyloides papillosus. Pois, apesar dos bezerros
encontrarem-se parasitados por este nematddeo, no periodo de 15 a 170 dias de idade,
eda infeccdo foi consderada de baixa intensdade (OPG médio de 800, no pico da
oviposicdo). Além de deste, Cooperia punctata e C. pectinata também coabitaram, a
partir de 30 dias de idade, o trato intestind dos bezerros bufaos, mas novamente em
baixissmaintensidade (50 a 200 OPG).

Andisando separadamente 0s grupos de camundongos imunizedos, podemos
verificar que somente as bandas de dto peso molecular (88-165 KDa) do antigeno Pe
com 0 soro homdlogo anti-Pe, permaneceram em todos os soros andisados pelo WB,
mesmos nos grupos anti-Ex e anti-ES dos camundongos, ou sga, reconhecidos pelos
soros heterdlogos. Sugere-se aqui, que estas bandas detectadas pelo soro e pelo colostro
devam ser isoladas e pesquisadas para verificar o papel destas proteinas na protecdo
imunologica, principdmente das bifdas no periodo que antecede o parto, na tentativa
de interferir no ciclo bioldgico durante a fase migratéria das larvas pelo tecido materno.

Deda forma, evitar-se-ia que os bezerros adquirissem larvas oriundas do colostro



infectado. O mesmo pode ser estendido para as bandas de 68-96 KDa do antigeno Ex e
as bandas de 110-190 KDa do antigeno ES. Apesar de verificar-se que esta Ultima ja néo
foi mas reconhecida na fase de austncia da oviposicéo. Tentativas de imunizacdo ja
foram redizadas com animais de laboratorio, por exemplo, BARRIGA & OMAR
(1992) isolaram antigenos de ovos infectantes de T. vitulorum, imunizaram codhos e
detectaram vérias bandas, de diferentes pesos moleculares peo WB, em diferentes fases
experimentad e concluiram que, possvedmente, o antigeno de 41 KDa poderia ser 0
candidato para futuros estudos em protecdo imunolégica. Também, AMERASINGHE &t
d. (1992) que imunizando camundongos com diferentes antigenos de T. vitulorum (de
larvas e de adultos) verificaram um dto grau de protecdo imunoldgica, principamente,
quando o antigeno Pe do adulto (100%), ES (> 92%) e Ex (82%) da larva, foram
utilizados. Resta, no entanto, investigar 0 papd imunogénico destes antigenos no
hospedeiro habitud, o bufdo.



CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:
Os anitigenos Pe, Ex e ES demonstraram mobilidade eetroforética no SDS-PAGE
revelando nove (11,5, 14,2, 31, 38, 58, 76, 88, 112 e 165 KDa), onze (11,2, 13,3,
16,5, 22, 25, 32, 43, 53, 68, 82, e 96 KDa) e oito (19, 48, 56, 64, 90, 110, 150 e 190
KDa) bandas de pesos moleculares protéicos distintos, respectivamente.
Os antigenos Pe, Ex e ES separados pelo SDS-PAGE e testados pelo WB, reagiram
com soros e colostros de bufalas no dia do parto, com soros ce bezerros bifdos em
diferentes fases da infeccdo intestind por T. vitulorum e com soros de camundongos
imunizados com  estes respectivos antigenos.
As bandas protéicas de ato peso molecular (68 — 190 KDa) dos antigenos Pe, Ex e
ES foram reconhecidas pela maioria dos soros analisados pelo WB.
Ha ocorréncia de reacdo cruzada entre os soros de camundongos imunizados

experimentalmente com T. vitulorum, frente aos antigenos Pe, Ex e ES.
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