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14

RESUMO

A neurocistocercose humana (NC) é uma doenca muito importante, porém
negligenciada e é a maior causa de epilepsia em paises em desenvolvimento onde a
parasitose ocorre. A expressao de fragmentos de cadeia unica das regides varidveis de
anticorpo (scFv) na superficie de bacteriéfagos é amplamente utilizada para obter anticorpos
com especificidades pré-definidas. Uma biblioteca de anticorpos foi utilizada para a selecio
de clones especificos a peptideos expostos em fagos acoplados a beads e ao extrato salino
total de Taenia solium (S) imobilizado em placas de microtitulacdo. Apds dois ciclos de
selecdo, 96 clones de anticorpos foram selecionados contra cada alvo, testados para
expressao do scFv e especificidade pelo alvo. Aqueles clones que se mostraram especificos
foram melhor analisados por ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay), Dot blot,
sequenciamento e imunofluorescéncia. Trés clones foram selecionados para serem utilizados
na captura antigénica e caracterizacdo do antigeno verdadeiro e para captura de novos
antigenos com potencial aplicacdo em testes diagndsticos. O extrato S foi fracionado em
resina de troca iOnica diethylaminoethyl (DEAE) para obter fracdes que foram
posteriormente testadas por ELISA para detectar IgG em amostras de soro de pacientes: com
NC, outras parasitoses e sauddveis, 40 amostras cada grupo. A fracdo com melhores
parametros diagnésticos (sensibilidade, especificidade, drea sob a curva e likelihood ratio,
calculadas por TG-ROC) foi selecionada e sujeita a captura antigénica usando cada clone de
scFv purificado. Cada fracdo capturada foi testada por ELISA para detectar IgG em 30
amostras de soro de cada grupo. Nos testes de imunofluorescéncia, nenhuma fluorescéncia
foi observada com os controles negativos e todos os clones mostraram um padrdao de
marcacao ndo uniforme, seus antigenos alvo foram elucidados por espectrometria de massas.
Ap6s fracionamento por troca idnica e ELISA, a fracio DEAE S2 se mostrou a melhor e foi
utilizada para a captura de novos antigenos. A fracio DEAE S2 mostrou especificidade de
93,3%. Dentre todos os clones, 0 A4 e o B6 capturaram antigenos do extrato S e fracao
DEAE S2, respectivamente, com os melhores parametros diagndsticos. Em conclusdo a
tecnologia de exposi¢do de anticorpos em fagos é uma técnica potencial para o estudo de
interacdes antigeno-anticorpo utilizadas para melhor elucidar a a biologia da interagdo na NC

e para capturar novos antigenos potencialmente aplicdveis para o diagndstico da NC.

Palavras-chave: Neurocisticercose; anticorpos scFv, phage display, Taenia solium;

diagnostico
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ABSTRACT

Selection, characterization and aplication of scFv antibodies (single chain variable

Jragment) to capture antigens for human neurocysticercosis serodiagnosis.

Human neurocysticercosis (NC) is an important but neglected cause of epilepsy in
developing countries where the parasite occurs. Expression of single-chain variable fragment
(scFv) antibodies on the surface of bacteriophage is widely used to prepare antibodies with
pre-defined specificities. A phage antibody library was selected against peptides displayed
on phages coupled to beads and total saline extract of Taenia solium metacestodes
immobilized on microtiter plate wells. After two rounds of selection 96 phage clones of each
panning were selected, tested for scFv expression and specificity to each target. Specific
clones were further analyzed by ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), Dot-blot,
sequencing and immunofluorescence. After selection, three clones were used for antigen
capture to characterize its targets for future immunodiagnostic assays development. Total
saline extract was fractionated on ion exchange resin diethylaminoethyl (DEAE), and
fractions were tested by ELISA to detect sera IgG from: NC, other parasites and health
controls (40 each). The fractions with best diagnostic parameters (sensitivity, specificity,
area under curve and likelihood ratio, calculated by TG-ROC) were selected and subjected to
antigen capture using each purified scFv clone. Each captured fraction was tested by ELISA
to detect IgG in 30 serum samples from each group. In immunofluorescence tests, no
fluorescence was observed in negative controls, and all clones showed a non-uniform
staining profile, and their targets were elucidated through mass spectrometry. After ion
exchange fractionation and ELISA tests, DEAE S2 fraction showed to be the best one and
was used to capture new antigens. DEAE S2 showed 93.3% specificity. Among all clones,
A4 and B6 captured antigens from saline extract and DEAE S2 fraction, respectively, with
the best diagnostic parameters. In conclusion, antibody phage display technology is a
potential approach for the study of antigen-antibody interactions, which can be used to
further elucidate the biology of interaction on neurocysticercosis and to capture new antigens

with potential applications in NC diagnosis and therapeutics.

Keywords: Neurocysticercosis; scFv antibodies, phage display, Taenia solium; diagnosis
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1-INTRODUCAO

Teniase e cisticercose sdo doencas causadas por parasitos do género Taenia e t€ém
distribu¢do mundial principalmente onde as condicdes sanitdrias sdo precdrias, ocorrendo
também em paises mais desenvolvidos devido a migracdo de individuos proveninentes de
areas endémicas (CARPIO, 2002).

A teniase € provocada pelo estdgio adulto de Taenia solium (Linnaeus, 1758), ou
Taenia saginata (Goeze, 1782) cujo habitat € o intestino delgado do homem. A espécie T.
solium € universalmente aceita como a tnica a ocasionar a cisticercose humana, causada pela
ingestdo de ovos deste parasito. Neste caso as formas metacestddeas podem acometer
diversos orgaos e tecidos, tais como: olhos, musculos e sistema nervoso central (SNC)
(GARCIA; DEL BRUTTO, 2000).

Quando as formas metacestddeas de 7. solium alcancam o sistema nervoso central
causam a neurocisticercose (NC), principal causa de epilepsia no mundo, com altos niveis de
morbidade, e que em certos casos leva a morte. A presencga destas formas no SNC resulta em
varios sintomas incluindo dano local e inflamagao, compressao, bloqueio do fluxo de liquor

(LCR) e vasculite (MAHANTY; GARCIA, 2010).

1.1 - Ciclo biolégico e morfologia

A cisticercose € reconhecida desde os mais remotos tempos; porém somente em 1855
teve seu ciclo esclarecido por Friedrich Kiichenmeister. Em um ensaio, metacestédeos foram
adicionados na dieta alimentar de prisioneiros condenados e apds a necropsia dos mesmos
meses mais tarde, ténias foram observadas no intestino da maioria deles. Desta maneira,
definiu que o ciclo bioldgico implica em dois hospedeiros, ou seja, é heteroxeno. (GARCIA
et al., 2003a; HAWK et al., 2005; FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006).

Na teniase, humanos se infectam pela ingestdo de formas metacestédeas presentes em
carne suina ou bovina mal cozida. As formas metacestodeas (0,5-1 cm de didmetro) sdo
preenchidas com um fluido claro e sao compostas de uma membrana vesicular que
internamente possui um escélex invaginado. Com o estimulo das enzimas digestivas, o
escllex invagina e se fixa na mucosa do intestino delgado por meio de ventosas e actleos.
Divisdes celulares ocorrem ao nivel do colo e inicia-se a formacdo das proglotes
(MAHANTY; GARCIA, 2010). O tenideo completamente desenvolvido mede de 2 a 4

metros de comprimento, possui escélex piriforme com quatro ventosas além de uma dupla
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coroa de aculeos, o estrébilo corresponde ao restante do parasito e possui aspecto de fita
sendo composto por um grande nimero de segmentos, as proglotes, que apresentam
diferentes estdgios de desenvolvimento: jovens, maduras e gravidas. Cada proglote madura
contem sistemas reprodutores feminino e masculino e apos 2 a 3 meses da infec¢ao inicia-se
a autofecundacdo com a producdo de ovos. As proglotes gravidas, na extremidade posterior
sdo completamente ocupadas pelo ttero cheio de ovos. Os ovos de aspecto radial medem
cerca de 10 um e sdo envoltos por uma espessa membrana protetora denominada
embri6foro, em cujo interior encontra-se um embrido hexacanto com trés pares de aculeos,
estes sao liberados para o ambiente com as fezes do portador de teniase.

Suinos e humanos adquirem a cisticercose quando ingerem alimentos ou &agua
contaminados com fezes contendo ovos de 7. solium. O embri6foro dos ovos é rompido
gracas a acdo dos acidos estomacais e enzimas intestinais, as oncosferas sdo ativadas e se
fixam a mucosa intestinal, esta fixagao parece envolver os prolongamentos da membrana da
oncosfera (VERASTEGUI et al.,, 2007). Uma vez fixadas as oncosferas atravessam
ativamente a mucosa por movimentos ativos e secre¢do de proteases (BAIG et al., 2006).
Elas alcancam a submucosa chegando ao sistema circulatério através do qual sdo
disseminadas pelo organismo. Uma vez no vaso terminal o embrido se estabelece e comega a
crescer e se desenvolver em forma metacestddea (MAHANTY; GARCIA, 2010).

Aparentemente varios embrides sdo destruidos durante o processo, com uma taxa de
estabelecimento de aproximadamente 2%, em infec¢des experimentais (FLISSER, 1994).

A forma larvéaria (metacestédea) pode atingir os mais variados tecidos, incluindo a
musculatura esquelética e cardiaca, olhos, tecido subcutaneo, cavidade oral e SNC (LIMA et

al., 2004; PUSHKER; BAJAJ; BALASUBRAMANYA, 2005).

1.2- Aspectos epidemiologicos

A cisticercose € um sério problema de saide publica na América Latina, Sudeste
Asiatico, India, Nepal, China e em vdrios paises da Africa (KANOBANA et al., 2011;
SINGHI, 2011). Contudo, com a crescente globalizacdo a prevaléncia tem aumentado em
paises desenvolvidos como Estados Unidos, Reino Unido e varios paises europeus devido ao
aumento de viagens a dreas endémicas para a doencga e pela imigracao de portadores da t€nia
(BURNEO et al., 2009; SINGHI, 2011).

A cisticercose representa um problema crescente, especialmente em dreas rurais, onde

a inspecdo de carne € inapropriada ou inexistente e a falta de educacao sanitéria e de higiene
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sdo comuns (WINKLER et al.,, 2009). Os custos em decorréncia da cisticercose sao
considerdveis e estimou-se perda de 34,2 milhdes de dolares com a doenga na provincia de
Eastern Cape na Africa do Sul, com 7 milhdes de habitantes em 2004 (CARABIN et al.,
2006). Quando se avaliou o impacto com internacdes os valores excederam 17 milhdes de
dodlares na Califérnia, de acordo com Crocker et al. (2012).

Em paises ndo endémicos o risco de cisticercose € associado com o contato préximo
entre residentes e imigrantes, portadores da ténia adulta, empregados como trabalhadores
domésticos (SCHANTZ et al., 1992). Na Califérnia foi demonstrada uma incidéncia de 0,8
por 100.000 casos, sendo os acometidos principalmente latinos (84,9%) e na maioria homens
(57,6%) com idade média de 43,5 anos (CROCKER et al., 2012).

Segundo a Organizacdio Mundial de Saide (OMS), o complexo teniase-cisticercose
acomete 50.000.000 de individuos em todo mundo provocando aproximadamente 50.000
Obitos anualmente (MAFOJANE et al., 2003).

Na América Latina, calcula-se que a taxa de prevaléncia de NC e lesdes oculares seja
entre 30 e 100 casos por 100.000 habitantes, respectivamente, atingindo cerca de 350.000
pessoas (PINTO et al., 2002). A enfermidade foi encontrada em 17 paises latino-americanos,
sendo prevalente na Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Guatemala, México e no Peru. O
complexo teniase-cisticercose constitui um problema na Argentina, Chile, Costa Rica, Haiti,
Panamd, Republica Dominicana e na Venezuela, mas a transmissao € esporddica. Em alguns
paises deste continente sao registrados apenas casos importados, como no caso do Canada,
Cuba, Guiana Francesa, Jamaica, Paraguai, Suriname e Trinidade Tobago (ANTONIUK,
1999).

Em estudo recente Kanobana et al. (2011) verificaram a existéncia de um foco
endémico na Republica Democratica do Congo com a presenca de infecc@o por cisticercos
vidveis em 20% da populacdo, demonstrando alta prevaléncia se comparada com
observacoes feitas em outras partes do mundo.

A magnitude da NC foi evidenciada pela Tomografia Computadorizada (TC), esta
técnica foi a responsdvel pelo reconhecimento da ocorréncia endémica desta condi¢do em
diversas areas do Brasil, ndo existindo nenhuma regido da Federacao livre deste problema
(AGAPEIJEV, 2003).

O levantamanto realizado por Agapejev (2003) para avaliar a incidéncia de cisticercose
no Brasil mostrou que: a incidéncia de NC € em geral 5 vezes mais elevada na populacao

psiquidtrica, a populacdo indigena apresenta incidéncia soroldgica 18 vezes maior que em
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outras populacdes. Neste estudo verificou-se que o paciente com NC necessita de 1-3
internacdes por periodo de 1-2 semanas e a letalidade gira em torno de 15%.

A NC tem sido apresentada com freqiiéncia nos estados do sul, sudeste e centro-oeste
do Brasil, principalmente em individuos dos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parand e
Goids, o género feminino foi o mais acometido (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001;
BRAGAZZA et al., 2002; AGAPEJEV 2003; MENDES et al., 2005; BENEDETTI,
FALAVIGNA; FALAVIGNA-GUILHERME, 2007), porém dois levantamentos atuais
demonstraram a maior incidéncia em homens que mulheres (ALMEIDA; TORRES, 2011;
CROCKER et al., 2012).

Exclusivamente nos hospitais, a freqiiéncia observada de NC ¢é 1,94 a 2,03%,
mostrando o menor valor (0,19%) no estado de Sdo Paulo e o maior (4,8%) no estado do
Parand. Em hospitais psiquidtricos do estado de Minas Gerais, a freqiiéncia de NC
corresponde a 12,2% (AGAPEJEV, 2003).

Na regido do Triangulo Mineiro, Costa-Cruz et al. (1995) verificaram a ocorréncia de
cisticercose em necropsias realizadas no periodo de 1971 a 1993 em Uberlandia-MG e
detectaram prevaléncia de 1,4%, sendo a localizacdo mais freqiiente o SNC. Gobbi et al.
(1980) relataram que em 2.306 necropsias realizadas em individuos falecidos em Uberaba-
MG foram encontrados 2,4% de casos de cisticercose e destes 66% foram de NC.

Um estudo realizado por Silveira-Lacerda et al. (2002) em quatro cidades do Tridngulo
Mineiro constatou a soroprevaléncia da cisticercose em Araguari (13,5%), Tupaciguara
(5,0%), Monte Alegre de Minas (4,8%) e Uberlandia (4,7%), demonstrando assim a
endemicidade da cisticercose na populagdo amostrada e a problemética do complexo teniase-
cisticercose na regiao.

Os mecanismos de transmissdo da cisticercose homem-suino, homem-homem tém
como fator primordial as condi¢des sdcio-econdmicas e culturais do ser humano, dentre
essas condi¢Oes destacam-se as sanitdrias, como falta de higiene pessoal e de saneamento
basico, com contaminacdo da 4gua e de alimentos com ovos do parasito provenientes de
individuos infectados pela forma adulta do parasito (FLISSER et al., 2003; GARCIA et al.,
2003b; SARTI; RAJSHEKHAR, 2003).

Outro fator importante para manter a endemia de cisticercose numa dada regido € o
sistema primitivo de criacao de suinos, onde ha o contato destes animais com fezes humanas
mantendo o ciclo de vida de 7. solium. Esse fator, aliado ao hédbito de ingestdo de carne
suina mal-cozida aumenta a prevaléncia da teniase estritamente relacionada com a

cisticercose (SCIUTTO et al., 2000; HOBERG, 2002). Um estudo no sul da Africa apontou
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prevaléncia de 64,4% de T. solium em suinos, reafirmando o papel deste animal na
manutenc¢do da parasitose (KRECEK et al., 2008).

Criancas s@o menos acometidas, presumivelmente devido a seu menor tempo de
exposi¢do e/ou diferencas na responsividade imune. Nao hd diferencas significativas na
prevaléncia devido ao género ou fatores genéticos. Ha algumas indicagdes de que mulheres
apresentam com maior freqiiéncia a forma encefalitica da doenca (DEL BRUTTO,

SOTELO, ROMAN, 1998).

1.3 - Relacao parasito — hospedeiro

Estudos em modelos experimentais t€m investigado os mecanismos da resposta imune
provocados contra a forma metacestodea de 7. solium, apresentando claramente
heterogeneidade da resposta imune humoral, existéncia de mecanismos evasivos € o fato que

a resposta imune pode proteger ou prejudicar o hospedeiro (CARPIO, 2002).

1.3.1 - A¢ao patogénica e resposta imune

O sistema imune do hospedeiro humano reconhece e produz uma resposta contra 7.
solium. Na maioria dos casos (80%), niveis detectdveis de anticorpos contra antigenos do
parasito sdo encontrados em vdrias quantidades no soro e LCR (CORREA et al., 1989).

Na resposta humoral, hd predominancia de imunoglobulina G (IgG), ha relatos na
literatura em que os niveis de IgG podem estar relacionados diretamente com a concentracao
de antigeno circulante, os niveis desta imunoglobulina aumentam com o aumento no ndmero
de cisticercos (PRABHAKARAN et al., 2010).

O cisticerco passa por vdrios estdgios: vesicular — fase inicial quando cisticercos
vidveis tém uma inflamacdo minima associada; coloidal - com a perda da habilidade de
controle da resposta imune do hospedeiro pelo cisticerco, sua parede € infiltrada e rodeada
por células inflamatérias do hospedeiro, compostas primariamente por células
mononucleares, que também podem entrar no fluido do cisticerco; granular nodular - ocorre
colapso de sua cavidade e fibrose devido ao progresso da reposta imune; estagio calcificado -
eventualmente o parasito € substituido por fibrose progressiva e os tecidos inflamatérios sao
substituidos por estruturas de coldgeno levando a calcificagao (WHITE Jr, 2000).

A constante liberacdo e persisténcia de glicoproteinas do parasito durante o curso da

NC levam a um ambiente supressor e imunorregulatrio que suporta o estabelecimento do
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parasito e sua manuten¢do com minimizacdo dos danos por resposta inflamatéria. Quando
pacientes sdo tratados com drogas anti-helminticas o parasito morre ¢ desencadeada a reagcao
inflamatéria (ALVAREZ, RIVERA, TEALE, 2008).

Cisticercos vidveis raramente causam manifestacdes clinicas aparentes, os sintomas
aparecem com a degeneracdo (WHITE Jr, 1997), que torna o liquido vesicular disponivel
para o sistema imune, induzindo uma resposta Th1 (PRASAD et al., 2006).

A forma metacestodea pode persistir por longos periodos, em muitos casos por anos,
devido a acdo de seus produtos de excrecdo e secrecdo, que modulam a resposta imune do
hospedeiro sem licitar uma reacdo inflamatéria. A auséncia ou reducdo da inflamacdo €
resultado da secrecdo de serino proteases, que inibem a ativacio do complemento
(SCIUTTO et al., 2007; WANG et al., 2008).

Foi demonstrado através da dosagem de citocinas em amostras de soro que durante a
NC sintomatica os niveis de IL-10, IL-4, IFN-a, TNF-y, IL-17, IL-23 e sICAM-1 estavam
significativamente elevados se comparados com os controles sauddveis. A freqiiéncia de
PBMCs expressando maior quantidade de TLR4 e mondcitos foi observada em ambos os
grupos de pacientes com NC (sintomdticos e assintomaticos), os maiores niveis de TLR4 nos
pacientes sintomaticos se correlaciona com o aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatoérias (VERMA et al., 2010).

Estudos in vitro e in vivo verificaram o estabelecimento de uma forte resposta Thl na
NC sintomadtica enquanto que na NC assintomadtica prevalece a resposta Th2 (PRASAD et
al., 2009). Na NC ativa ha um foco inflamatério ao redor do cisticerco, o aparecimento de
inflamacgdo e granuloma na NC tém sido atribuidos predominantemente a uma resposta Thl
(RESTREPO et al., 2001).

No LCR hi niveis aumentados de IL-5, IL-6 e IL-10 em pacientes sintomaticos
(RODRIGUES et al., 2000; CHAVARRIA et al., 2006). Cisticercos calcificados levam ao
aumento de citocinas Th2 como IL-4, IL-5 e IL-13 no sobrenadante de PBMCs estimulados
com antigenos do cisticerco (CHAVARRIA et al., 2003). Em contraste na NC grave, a
neuroinflamagdo gerada por uma mistura de citocinas pré e anti-inflamatérias (IL-1a, IL-5,
IL-6, IL-10 e IL-12) estd associado com a baixa resposta proliferativa dos PBMCs, que por
sua vez esta associada com niveis aumentados de TNFa. (SAENZ et al., 2012).

Um estudo foi realizado para analisar o impacto da NC no status enddcrino e sua
relacdo nos parametros imuno inflamatérios. Foram verificados menores concentracdes de

progesterona em mulheres com sintomas graves. Em homens foram encontrados maiores
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concentracdes de hormonio foliculo estimulante (FSH) e menores de testosterona, em
pacientes clinicamente graves. Correlacdes significantes foram encontradas entre estradiol e
IL-10 em homens e entre androstenediona e IL-17 em mulheres. Este estudo foi o primeiro a
demonstrar que a presenca da forma metacestdédea de 7. solium no SNC pode modificar o
ambiente do hospedeiro pela indu¢do de mudangas enddcrinas e imunoldgicas (CARDENAS
etal., 2012).

Assim a patologia, a clinica e a resposta imunoldgica ao parasito estdo relacionadas e
dependem da localizag¢do, nimero, tamanho e fase de desenvolvimento em que se encontram
os cisticercos e também da reacdo dos tecidos parasitados (WHITE Jr, 2000; DEL BRUTTO,
2005).

1.3.2 - Sintomatologia

Pacientes com NC podem permanecer assintomdticos por muitos anos ou apresentar
varias manifestacdes neuroldgicas nao especificas incluindo dores de cabeca, confusio,
ataxia e desmaios (CARPIO, ESCOBAR; HAUSER, 1988).

Em algumas regides endémicas, estudos de autopsias demonstraram freqiiéncia de
433% a 91% de individuos assintomaticos com NC (TAKAYANAGUI;, ODASHIMA,
2006).

H4 muita variacdo nas manifestacdes clinicas da NC, isto se deve a inflamacdo ao
redor dos cisticercos, que impede o fluxo de LCR (WHITE Jr, 1997). A NC sintomética
resulta de uma combinacdo de fatores, incluindo o nimero, estigio e localizagdo dos
parasitos no SNC, assim como da resposta imune do hospedeiro contra o parasito (GARCIA
et al., 2005).

A NC também nao possui sintomatologia caracteristica, podendo ser confundida com
outras sindromes neuroldgicas. As manifestacdes clinicas mais freqiientes sdo: crises
epilépticas (62%), sindrome de hipertensdo intracraniana (38%), meningite cisticercotica
(35%), distirbios psiquicos (11%), forma apoplética ou endarteritica (2,8%) e sindrome
medular (0,5%) (TAKAYANAGUI, 1990). Varios sintomas como tonturas, convulsdes,
déficit motor, movimentos involuntdrios e distirbios comportamentais (HAMED; EL-
METAAL, 2007), além crises depressivas (FORLENZA et al., 1998) e cefaléia (SOUSA et
al., 1998) podem ser observados.

Frequentemente pacientes com poucos cisticercos intraparenquimais permanecem

assintomdticos, porém alguns desenvolvem convulsdes. Por outro lado pacientes com vérios
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cisticercos no cérebro podem desenvolver deficiéncia cognitiva e convulsdes incontroldveis
além de encefalite (DEL BRUTTO, 2005; TAKAYANAGUI, ODASHIMA, 2006).

Os sintomas da NC parenquimal decorrem da inducdo de resposta inflamatéria pelo
cisticerco em degeneracdo ou calcificado. Convulsdo € a manifestacio mais comum,
podendo ocorrer também encefalite, meningite, hipertensdo intracraniana e sinais
neuroldgicos focais (FLEURY et al., 2004). Um estudo recente demonstrou que h4 relacdo
entre a presenca de cisticercose calcificada com desordens primarias, como dores de cabeca
(DEL BRUTTO; DEL BRUTTO, 2012).

Quando a localizacdo do cisticerco ocorre no ventriculo (10-20% dos casos) ou nas
cisternas basais pode haver hidrocefalia pelo bloqueio da circulacio de LCR, sinais focais
pela compressao e hipertensao intracranial secundéria a hidrocefalia (FLEURY et al., 2004;
YEH; WU, 2008).

Hidrocefalia e hipertensdo intracraniana (25% dos casos) se devem ao edema em
decorréncia da resposta imunoldgica a forma metacestddea e se manifestam por nduseas,
vomitos e dores de cabeca (WHITE Jr, 2000). Em raras ocasides os quadros secunddrios a
hidrocefalia podem se manifestar como parkinsonismo (LOPEZ et al., 2008).

A gravidade dos sintomas desta doenca € geralmente associada com a resposta
inflamatéria cronica, sugerida pela persisténcia do antigeno, que também pode ser
influenciada por glicoconjugados expressos pelos metacestédeos de T. solium (ALVAREZ;
RIVERA; TEALE, 2008).

Um estudo recente mostrou que pacientes com NC parenquimal possuem ainda
disfuncdes cognitivas leves juntamente com deficits significantes na qualidade de vida
quando comparados com controles saudaveis ou com epilepsia. Os dados revelaram ainda
que os déficits cognitivos e de qualidade de vida aumentam com o tempo (WALLIN et al.,

2012).

1.4 — Diagnéstico

A NC € primariamente diagnosticada por técnicas de neuroimagem, TC ou ressonancia
magnética (RM) e confirmada por reagdes imunoldgicas. Exames de imagem sdo requeridos
para determinar a caracteristica e localizacdo da lesdo enquanto o imunodiagnostico
demonstra antigenos ou anticorpos especificos circulantes (MAHANTY; GARCIA, 2010).

Devido a grande variedade de apresentacdes clinicas o diagndstico raramente é

realizado unicamente pela histéria clinica e exame fisico. O diagndstico da NC se baseia
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geralmente na combinacdo de dados clinicos, epidemioldgicos, radioldgicos e soroldgicos
(HAWK et al., 2005).

Os critérios (absolutos, maiores, menores e epidemioldgicos) para a definicdo do
diagnéstico da cisticercose e da NC foram estabelecidos por Del Brutto et al. (1996) e
revisados por Del Brutto et al. (2001). O critério padrdao ou absoluto para o diagndstico de
NC inclui (i) demonstragdo histolégica do parasito em bidpsia ou material de operacao, (ii)
lesdes cisticas mostrando o escélex por TC ou RM sao patognomonicos e (iii) visualiza¢ao

fundoscépica do parasito em casos de cisticercose intraocular.

1.4.1 - Neuroimagem

As melhores ferramentas diagnésticas para NC sdo as técnicas de neuroimagem (TC
ou RM). Em geral ambas s@o de alto custo e raramente estdo disponiveis nas areas rurais €
em muitas regides endémicas. Quando disponiveis, entretanto, um bom equipamento de TC
€ capaz de demonstrar a maioria dos casos de NC com excessdo de pequenas lesdes. Apesar
da RM prover melhores resolucdes de imagens € muito mais cara e menos disponivel,
entretanto € menos sensivel que TC para deteccdo de lesdes calcificadas (GARCIA; DEL
BRUTTO, 2003).

A lesdo cistica hipodensa, de contornos bem delimitados e com escdlex no seu interior
corresponde ao cisticerco vivo ou forma ativa (SOTELO; GUERRERO; RUBIO, 1985).
Com o processo de degeneracdo verifica-se a presenca de lesdo hipodensa com reforco em
anel ou de lesdo isodensa com reforco homogéneo na fase contrastada (TAKAYANAGUI,
LEITE, 2001).

Apesar de imagens sugestivas de granulomas compativeis com cisticercose reagdes
imunoldgicas em alguns casos permanece negativa, assim € necessdrio realizar testes para

diagndstico diferencial com neuroinfec¢des como tuberculose, toxoplasmose e criptococose,

neoplasias, abscessos, etc.

1.4.2 - Imunodiagndstico

O imunodiagndstico € um procedimento de baixo custo se comparado aos exames de

neuroimagem e tem papel importante no diagndstico, esclarecendo casos nos quais imagens

sao incertas. O desenvolvimento de novas técnicas contribuiu para o conhecimento da
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importancia do parasito uma vez que estas possibilitaram a realizacdo de estudos
soroepidemioldgicos (DORNY et al., 2003).

A infec¢cdo com T. solium resulta na producdo de anticorpos especificos,
principalmente da classe IgG, assim o imunodiagndstico da NC constitui na detec¢do de
anticorpos contra antigenos da forma metacestodea de 7. solium em amostras de soro, LCR,
saliva ou sangue em papel de filtro, alcancando quase sempre papel central no diagndstico
(COSTA, 1986). Dentre as técnicas utilizadas estdo fixacdo de complemento,
hemoaglutinacdo, radioimunoensaio, enzyme linked immunosorbent assay (ELISA),
imunoaglutinagdo em latex, técnicas de immunoblotting e teste imunocromatogrifico
magnético (GARCIA; SOTELO, 1991; FERREIRA et al., 1997; MILLER et al., 1984;
COSTA et al., 1982; ROCHA et al., 2002; TSANG; BRAND; BOYER, 1989, HANDALI et
al., 2010).

Inicialmente os antigenos utilizados nos testes de deteccdo de anticorpos foram liquido
vesicular, produtos de excrecdo e secre¢do, antigenos de homogenatos totais de cisticerco de
T. solium ou outras espécies relacionadas como Taenia saginata e Taenia crassiceps
(ARRUDA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007). Entretanto, antigenos totais apresentam
sensibilidade moderada e pouca especificidade (DORNY et al., 2003). Dificuldades no
imunodiagndstico sdo relacionadas também a reatividade cruzada entre antigenos do
cisticerco e anticorpos presentes no soro de pacientes com tenfase por 7. solium, T. saginata
ou pacientes com outras doencas parasitarias como hidatidose (ISHIDA et al., 2003).

Para melhorar os resultados dos testes soroldgicos, técnicas de purificacdo e pesquisas
sobre propriedades antigénicas t€ém levado ao desenvolvimento de ferramentas diagndsticas
melhores (ITO; CRAIG, 2003; MACHADO et al., 2007; NUNES et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2010).

Uma busca no banco de dados do Pubmed sobre proteinas de 7. solium resultou em

441 proteinas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), e destas vdrias t€m sido utilizadas no
diagnéstico da cisticercose (DECKERS; DORNY, 2010).

Virios pesquisadores t€m testado novas técnicas para diagnosticar a NC: Prasad et al.
(2008) desenvolveram um teste de transformacao de linfocitos que apresentou sensibilidade
de 93,3% e especificidade de 96,2%; Handali et al. (2009) relataram um teste que utiliza
varios antigenos, o multi antigen printing immunoassay (MAPIA) que foi recentemente
desenvolvido utilizando varias proteinas recombinantes de 7. solium e apresentou bons
paramentros de sensibilidade e especificidade; Castillo et al. (2009) realizaram uma técnica

para deteccdo de antigenos na urina através de anticorpo monoclonal com bons indices de
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sensibilidade para pacientes com cisticercos vidveis; Verma et al. (2010) avaliaram uma
técnica utilizando MTT (3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) para
avalizacdo de viabilidade celular para diagnéstico da NC com sensibilidade e
especificidadede 87,9% e 94,7%, respectivamente; Atluri et al. (2011) avaliaram antigenos
10-30kDa pela técnica de Electro-immuno transfer blotting (EITB) ap6s eletroforese em gel
bidimensional (2D) para diagnostico em amostras de soro. Um antigeno recombinante (Tsol
p27) foi avaliado pelo teste imuno dot blot alcancando sensibilidade de 86,7% e
especificidade de 97,8% (SALAZAR-ANTON; TELLEZ; LINDH, 2012).

Recentemente nossogrupo de pesquisa descreveu a utilizacdo de antigenos
recombinantes no imunodiagndstico da neurocisticercose, Ribeiro et al. (2010) isolaram
peptideos com grande potencial diagndstico para neurocisticercose a partir de bibliotecas
randomicas de peptideos expostos em fagos um deles apresentando 100% de sensibilidade e
outro com 100% de especificidade, o mais importante foi a auséncia de reatividade cruzada
da maioria dos clones selecionados com amostras de pacientes infectados com Echinococcus
granulosus. Outro estudo com bibliotecas de peptideos expostos em fagos selecionou clones
capazes de diferenciar pacientes com as formas ativa e inativa da doenca (MANHANI et al.,

2011).

1.5 — Phage Display

Desde a sua descri¢ao por Smith em 1985, a tecnologia de phage display, exposi¢ao de
biomoléculas em fagos, t€ém apresentado utilizagdo cada vez mais crescente em diversas
areas das ciéncias. O bacteriofago M13 é frequentemente utilizado para construcdo de
biblitecas utilizadas para esta técnica e € composto por cinco proteinas estruturais, presentes
no capsideo plll, pVI, pVII, pVIII e pIX. Milhares de subunidades de pVIII sio mantidas
unidas através de interacdes hidrofébicas. As proteinas plll e pVI sdo adicionadas ao virion
no final da montagem. Elas formam uma cdpsula distal no filamento e a0 mesmo tempo
liberam o virion da célula (RAKONJAC; MODEL, 1998; RAKONJAC; FENG; MODEL,
1999). Estas duas proteinas sdao requeridas para a estabilidade estrutural e também para o
término da montagem do capsideo.

A pllI faz a mediagdo da entrada do fago na célula hospedeira, ela € composta por trés
dominios (N1, N2 e C), separados por um ligante rico em glicina (BOEKE; MODEL, 1982).
Seus dois dominios N-terminais (N1 e N2) se ligam aos receptores primdrio e secundario na

célula alvo e seu dominio C-terminal estd envolvido com o desencapsulamento viral e
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entrada do DNA no citoplasma da célula hospedeira (BENNETT; RAKONJAC, 2006). As
proteinas pll, pV e pX, estdo envolvidas na replicagdo e permanecem no citoplasma
enquanto todas as demais proteinas t€ém como alvo a membrana (ENDEMANN; MODEL,
1995).

Uma biblioteca bioldgica consiste de um pool de microorganismos expressando
diferentes polipeptideos. Cada microorganismo carrega apenas uma seqiiéncia de DNA ou
RNA codificante para certo peptideo, representando um clone. Cada clone na biblioteca pode
ser propagado expressando o mesmo peptideo (MERSICH; JUNGBAUER, 2008).

A proteina do fago mais utilizada para apresentar peptideos € a plll, que apresenta 3-5
cOpias por virion e € sintetizada com um sinal no peptideo N-terminal que € clivado durante
sua translocacdo na membrana interna. A porcdo N-terminal permite a inser¢do de
fragmentos peptidicos com no maximo 30 aminoédcidos (PHIZICKY; FIELDS, 1995;
MERSICH; JUNGBAUER, 2008, RAKONJAC et al.,, 2011). A Figura 1 representa o
bacteriéfago M13.
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Figura 1 - Estrutura do bacteri6fago M13. Fonte Universidad Complutense de Madrid

(http://www.ucm.es/info/genetica/grupod/Cromovibac/cromovibac.htm)

Para construcio de bibliotecas de peptideos expostas em fagos as seqiiéncias de DNA
de interesse sdo inseridas em uma localizacdo no genoma de bacteri6fagos filamentosos de
modo que a proteina codificada seja expressa na superficie do fago como um produto de
fus@o a uma das proteinas de sua superficie (AZZAY; HIGHSMITH, 2002).

O phage display permite a selecao de peptideos e ou proteinas, incluindo anticorpos e
peptideos, com alta afinidade e especificidade para varios alvos. A grande vantagem dessa
tecnologia estd na ligacdo direta que existe entre o fendtipo experimental e o gendtipo
encapsulado, mostrando a evolu¢do dos ligantes selecionados até moléculas otimizadas
(AZZAY; HIGHSMITH, 2002).

O método bésico para selecdo de ligantes especificos é denominado biopanning
(PARMLEY; SMITH, 1988), na qual o alvo de interesse é imobilizado em um suporte s6lido

e a biblioteca de phage display em solucdo € exposto ao alvo para permitir a ligacdo de
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clones especificos. Vdrios ciclos de lavagem sdo realizados para eliminar os nao ligantes e os
que permanecem ligados s@o eluidos por alteracdo de pH. Em geral trés ciclo de sele¢do sao
necessarios para obtengdo de clones especificos, para isto o pool de fagos especificos é
amplificado em ciclos posteriores de selecao que resultam no enriquecimento do conjunto de
fagos especificos contra o alvo e elimina¢do dos ligantes ndo especificos (SMITH, 1985,
BARBAS et al., 2001).

O sucesso da sele¢do por phage display depende da complexidade da biblioteca: a
maior diversidade de clones na biblioteca aumenta a probabilidade de conter seqii€éncias que
ligardo a um determinado alvo com maior afinidade (NOREN; NOREN, 2001).

Os peptideos expressos, em forma linear ou conformacional, sdo capazes de mimetizar
estruturas conformacionais e epitopos continuos ou descontinuos (AZZAY; HIGHSMITH,
2002; DYBWARB et al., 2003).

Esta metodologia tem se mostrado util ndo apenas para o mapeamento de interacdes
proteina-proteina como na identificacio de moléculas alvo importantes para o
desenvolvimento de vacinas e drogas contra parasitos como Plasmodium sp., causador de
maldria e Brugia malayi, causadora de filariose linfitica (GNANASEKAR et al., 2008;
LANZILLOTTI; COETZER, 2008), levando ao desenvolvimento de veiculos de entrega de
vacinas (BENHAR, 2001), além do estudo para desenvolvimento de ferramentas
diagnosticas aplicadas as mais diversas doencas incluindo a NC (RIBEIRO et al., 2010;
MANHANTI et al., 2011).

1.6 — Utilizacao de fragmentos de anticorpos expostos em fagos - scFv

Anticorpos sao algumas das ferramentas mais poderosas na terapia e no diagndstico e
sao uma das classes de moléculas terapéuticas que mais vem crescendo. Fragmentos de
anticorpos recombinantes tem se tornado alternativas aos anticorpos monoclonais de
comprimento total uma vez que sdo menores e possuem diferentes propriedades que sdo
vantajosas além de serem produzidos de maneira mais barata. Fragmentos de cadeia tinica
das regides varidveis de anticorpo (Sigle Chain Variable Fragment - scFv) sao um dos
formatos de anticorpos recombinantes mais populares uma vez que podem ser criados
maiores, multivalentes, bivalentes e em formas conjugadas com vdérias aplicacdes

(WEISSER; HALL, 2009, AHMAD et al., 2012).
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A primeira molécula de scFv foi desenvolvida por Bird et al. (1988) e Huston et al.
(1988) e representa o menor dominio VH-VL funcional de um anticorpo necessario para
uma ligacdo de alta afinidade ao antigeno (WEISSER; HALL, 2009).

Os peptideos conectores flexiveis que ligam as cadeias pesadas (VH) e leve (VL) sdo
usualmente compostos por 10 a 25 aminodcidos, sendo o decapentapeptideo (Gly4Ser)3 o
mais comum deles (WEISSER; HALL, 2009). As regides varidveis podem ser conectadas no
sentido VH-conector-VL ou VL-conector-VH e a orientagao das cadeias no scFv pode afetar
a eficiéncia da expressdo, estabilidade e capacidade de ligacdo do mesmo ao antigeno
(DESPLANCQ et al., 1994).

A descoberta de que scFvs poderiam ser expostos na superficie de bacteri6fagos
permitiu a selecdo de anticorpos contra antigenos sem a necessidade da utilizacdo de
hibridomas (MCCAFFERTY et al.,1990). Bibliotecas de anticorpos scFvs expostos em fagos
consitem de uma variedade de dominios pesados e leves que sdo fundidos a proteina plll do
capsideo do fago e expostas externamente como scFv (Figura 2) (VAUGHAN et al., 1996).

A Figura 3 mostra a comparagao entre um anticorpo IgG, Fab e scFv.

__ Antibody
fragments (scFv)
Gene 3 protein
(minor coat protein)
Gene 6 protein
(minor coat protein)
Gene 8 protein
(major coat protein)
Antibody genes
(for Vi and V1)

Gene 3

Gene 7 and 9 proteins
(minor coat proteins)

Figura 2 - Esquema da estrutura do bacteriéfago M13 carregando o fragmento de anticopos scFV (Ahmad et

al., 2012).
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Figura 3 - Esquema da estrutura do anticorpo IgG completo demonstrando a por¢do F(ab*)2, Fab e a menor

por¢do funcional de um anticorpo, scFv (www.aapsj.org).
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Atualmente s@o escassos os anticorpos mono e policlonais especificos para agentes
infecciosos disponiveis, o que torna limitante a realizacdo de pesquisas e também a aplicacdo
de diversos métodos de imunodiagndstico. Com isso, a evolugao das técnicas de producdo de
fragmentos de anticorpos funcionais possibilita a obtencdo de anticorpos com alta
sensibilidade e especificidade, fazendo com que a amplificagdo de seu uso se torne uma
realidade que possa ser empregada no diagnéstico da NC.

A aplicacdo de bibliotecas de anticorpos em fagos para a identificagdo de antigenos
especificos traz informag¢des importantes sobre mecanismos moleculares. Como 7. solium
ainda ndo estd totalmente caracterizada a nivel molecular, esta técnica pode definir
anticorpos que podem ser utilizados para desenvolver um teste imunodiagndstico simples e
sensivel, além de prover informagdes sobre os mecanismos moleculares da doenga e

promover o descobrimento de alvos vacinais.
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2-0OBJETIVOS

Selecionar clones de anticorpos scFv ligantes a peptideos expressos em fagos
especificos para o diagndstico da neurocisticercose com a finalidade de caracterizar
os antigenos verdadeiros;

Utilizar os clones de anticorpos selecionados para captura de novos antigenos com

potencial aplicag¢do no sorodiagnéstico da neurocisticercose humana.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

de Uberlandia (CEP/UFU) sob o nimero de referéncia 041/09.

3.2 - Obtencao das formas metacestodeas de 7. solium

Os metacestodeos de 7. solium, anteriormente disponiveis no Laboratério de Diagndstico
de Parasitoses — UFU foram obtidos de musculos esqueléticos de suinos naturalmente
infectados, lavados em soluc¢do salina (NaCl, 0,15 M) por quatro vezes, identificados e

armazenados a — 20 °C.

3.3 - Preparo do extrato salino (S) total de metacestéodeos de 7. solium

Foram utilizados 50 metacestédeos integros ou rompidos de 7. solium para o preparo do
extrato salino total (S), de acordo com Costa (1986), com algumas modificacdes. Os
metacestodeos foram triturados em graal e ressuspendidos em 2,5 mL de 4dgua destilada e em
seguida a mistura foi submetida a homogeneizador de tecidos (Glas Col®, USA) por cinco
ciclos de 1 minuto cada, em banho de gelo, e posterior tratamento de ultra-som (Thornton,
Impec Eletronica, Sao Paulo, Brasil) a 40 kilohertz (kHz) por quatro ciclos de 30 segundos cada
em banho de gelo. Apés isotonizagdo com 2,5 mL de solucio de NaCl (0,3 M), foram
empregados mais trés ciclos de ultra-som. Em seguida, a mistura foi submetida a 4 °C por duas
horas sob agitacdo lenta e posteriormente centrifugada a 12.400 x g (Du Pont Sorvall® Products

Newton, Conectcut, USA) por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante obtido constituiu o extrato S.

3.4 - Preparacao do fago auxiliar VCSM13

Todo procedimento para preparacdo do fago auxiliar foi realizado de acordo com

protocolo descrito por Barbas et al. (2001).
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3.4.1- Obtencao de placas de lise

Para a obtencdo das placas de lise, foram inoculados 10 pL de células XL1-Blue
eletrocompetente em 10 mL de meio Superbroth (SB) contendo tetraciclina 10 pg/mL,
incubado a 37 °C, sob agitacdo até atingir densidade 6tica (DO) a 600 nm igual a 1,0. Em
seguida, foram feitas aliquotas de 50 uL de células em microtubos, adicionado 1 uL de fagos
auxiliares diluidos (10, 10”7 e 10®), para garantir a formacdo de placas de lise isoladas, e
incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente. Os 50 pL da cultura foram
adicionados em 3 mL de meio Luria-Bertani (LB) top dgar liquefeito (45-50 °C) e vertido em
uma placa de Petri contendo LB 4gar. As placas foram incubadas a 37 °C por 16 horas, apés

este periodo observou-se a formacdo de placas de lise.

3.4.2 - Amplificacao do fago helper VCSM13

Para a amplificacdo das placas de lise, foram inoculados 50 puL de células XL1-Blue
eletrocompetente em 50 mL de meio SB pré-aquecido a 37 °C, com tetraciclina 10 pg/mL,
em um tubo Falcon de 50 mL e incubado a 37 °C durante uma hora sob agitacdo. Uma placa
de lise foi transferida com auxilio de um palito estéril ao tubo contendo a cultura de
bactérias, para que ocorresse a infec¢do, em seguida, o tubo foi incubado a 37 °C sob
agitacdo durante 2 horas. A cultura infectada foi transferida para um Erlenmeyer de 1 litro
com 250 mL de meio SB pré-aquecido a 37 °C, suplementado com tetraciclina 10 pg/mL, e
incubada a 37 °C sob agitagao durante 1 hora. Apds este periodo, foi adicionada kanamicina
70 ug/mL e houve incubacdo 37 °C, sob agitacdo por 16 horas. Em seguida, a cultura foi
transferida para tubos estéreis, centrifugada a 2500 x g durante 15 minutos e o sobrenadante
coletado em tubos novos. O sobrenadante foi submetido a incuba¢do a 70 °C durante 20
minutos para eliminar as células residuais e, entdo, foi centrifugado a 2500 x g, durante 15

minutos. O sobrenadante foi estocado em tubos estéreis a 4 °C.
3.4.3 - Determinacao do titulo da preparacao de fagos auxiliares
Para determinar o titulo da preparacdo dos fagos auxiliares, os mesmos foram

inoculados em 2 mL de meio SB, contendo tetraciclina (10 pg/mL) e 2 uL. de células XL1-

blue eletrocompetentes, as quais foram previamente incubadas a 37 °C em agita¢do até
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atingir uma DO a 600 nm entre 0,6 a 1,0. As células foram distribuidas em aliquotas de 50
uL em microtubos e adicionado 1uL de fagos auxiliares diluidos (10°, 107 e 10®) e
incubado a temperatura ambiente durante 15 minutos. Foram adicionados os 50 puL de
células infectadas a 3 mL de meio LB top dgar, misturado e espalhado em placas contendo
meio LB 4gar. As placas foram incubadas a 37 °C por 16 horas e apds este periodo as placas
de lise foram contadas e o titulo de fagos foi determinado em unidades formadoras de placas

(pfu) por mL de fagos.

3.5 — Biblioteca de fragmentos de anticorpos expostos em fagos - scFv

Ao final de todo o processo de construgdo, foi obtida uma biblioteca da ordem de 4,6 x
10° sequéncias de fragmentos de anticorpos scFv, gentilmente cedida por Thaise Gongalves
de Araujo (Laboratdrio de Nanobiotecnologia / UFU).

Por ser uma biblioteca com alta variabilidade, muito acima da quantidade anticorpos
nativos esperados, e devido a experiéncia prévia de selecdo para outros alvos biolégicos nao-
tumorais e em doengas infecciosas, propusemos utilizar esta biblioteca com a finalidade de
obter anticorpos scFv humanos que tivessem especificidade ao alvo deste trabalho com boa

chances de sucesso.

3.6 - Reamplificacao da biblioteca scFv

Foram inoculados 50 pL de células XL1-Blue eletrocompetentes em 50 mL de meio
SB contendo tetraciclina (10 pg/mL). A cultura foi agitada a 37 °C até atingir DO a 600 nm
de 1,0. A cultura foram adicionados 50 pL da biblioteca seguida da incubacdo a 37 °C
durante 2 horas. Em seguida foram adicionados carbenicilina (50 ug/mL) e glicose para uma
concentracdo final de 2%. Nesta etapa, foi possivel titular a saida dos fagos infectantes
inoculando-se 1 pL das dilui¢des de 10'4, 10'5, e 10 da cultura infectada em placas contendo
LB agar suplementado com carbenicilina e 2 % de glicose. Os 50 mL de cultura infectada
foram incubados a 37 °C durante 1 hora. Apds esse periodo foram adicionados mais 15 pL
de carbenicilina (100 pg/mL) seguida de nova incubagao a 37 °C por 1 hora. A cultura foi
sedimentada por centrifugacdo a 3.000 x g por 10 minutos e ressuspensa em 50 mL de SB
contendo os antibidticos nas propor¢des anteriores. Em seguida foram adicionados 2 mL do

fago auxiliar VCSM13 e 150 mL de meio SB contendo carbenilicilina (50 pg/mL) e
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tetraciclina (10 pg/mL). A cultura total foi incubada a 37 °C por 2 horas com posterior
adicao de 280 pL de kanamicina (50 pg/mL) e incubagc@o nas mesmas condi¢des por 16
horas.

Em seguida, a cultura foi submetida a centrifugacao a 3000 x g durante 15 minutos a 4
°C. O sedimento foi estocado a -20 °C para futuras preparacdes plasmidiais. Ao
sobrenadante foram adicionados 8g de PEG 8000 (polietilenoglicol) e 6g de cloreto de sodio
e agitado a 250 rpm, durante 10 minutos a 37 °C. Em seguida, o sobrenadante foi incubado
em banho de gelo durante 30 minutos. Os fagos foram coletados por centrifugacdo a 10.000
x g durante 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e a garrafa mantida invertida
sobre papel toalha, por pelo menos 10 minutos. Para garantir a secagem do sedimento, as
bordas da garrafa foram enxugadas com papel toalha. O sedimento foi ressuspendido em 2
mL de TBS-BSA 1% (Tris buffered saline contendo soroalbumina bovina 1%) (p/v), a
suspensdo foi transferida para dois microtubos e centrifugada a 12.000 rpm, durante 5
minutos, a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante contendo as particulas virais foi transferido

para um tubo novo e estocado a 4 °C.
3.7 - Acoplamento de fagos a beads epoxy

Coletou-se as microesferas (Dynabeads M270 Epoxy - Invitrogen) que foram
colocadas em aparato magnético DynaMag-2 (Invitrogen) para retirada do sobrenadante, em
seguida estas foram lavadas com tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4. O sobrenadante foi
retirado e acrescentou-se na propor¢do de 3:1 sulfato de amodnio 3 M e tampao fosfato 1,2M.
Os fagos foram acrescentados na concentracdo de 1x10" para os fagos NC,;2 e NC4l e
5x10'? para o fago M13 selvagem e incubado por 16-24h a 37 °C sob agitacio. Em seguida
as microesferas foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com PBS-BSA 5% (Salina
tamponada com fosfato acrescida de soroalbumina bovina) para bloqueio a 37 °C por 1 hora.

As microesferas foram lavadas uma vez com PBS e ressuspendidas em PBS.
3.8 - Selecdo de anticorpos recombinantes scFv
Para a selec@o de anticorpos scFv foram utilizados dois diferentes alvos: extrato salino

total de metacestédeos de T. solium e peptideos expostos em fagos NC,2 e NC41 obtidos

anteriormente (Ribeiro, 2009).
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Foram conduzidos dois ciclos de sele¢do, sendo cada um deles antecedido pela
reamplificacdo da biblioteca de scFv em Escherichia coli da linhagem XL1-Blue
eletrocompetentes com o auxilio do fago VCSMI13, para a montagem e replicacdo das
proteinas virais (BARBAS et al., 2001).

Para o extrato S foi realizada a selecdo em uma placa de microtitulagdo: dois pocos de
uma placa de microtitulacdo (NUNC MaxiSorp®), foram previamente adsorvidos com 10pug
do ES, diluido em 50 pl de tampao de sensibilizacdo (em 0,1 M NaHCO;, pH 8,6) e
incubados por 18 horas a 4 °C. Ao final da sensibilizacdo, a placa foi bloqueada com 250 pl
de solugdo bloqueio TBS- BSA 3% (p/v) por 1 hora a 37 °C; e lavada seis vezes com TBS-T
0,05% (Salina tamponada com tris acrescida de tween 20 0,05%) (v/v) no segundo ciclo a
estringéncia foi aumentada pela utilizagdo de TBS-T 0,1%. Foram adicionados 70 pL da
biblioteca recém amplificada em cada poco e a placa foi incubada por 1 hora a 37 °C. Os
fagos contendo scFv ligantes foram eluidos com solug¢do 4cida (Glicina-HCI, pH 2,2) e
posteriormente neutralizados com 2 M de Tris, pH 9,1, e transferidos para a cultura de
bactérias XL1-Blue eletrocompetentes que se encontravam na DO a 600 nm= 1.0 para a
infecc¢do, amplificacdo e titulagdao dos bacteriéfagos.

Para os fagos NC,;2 e NC41 foi realizada a selecdo em microesferas epoxy: Para a
selecdo negativa utilizou-se uma aliquota de 20 pl. de microesferas contendo fagos
selvagens acoplados, o sobrenadante foi coletado, os beads lavados 6 vezes com TBS-T
0,05% (no segundo ciclo a estringéncia foi aumentada pela utilizacdo de TBS-T 0,1% e
adicionou-se 50 pL da biblioteca e incubou-se por 1 h a 37 °C. A seguir o sobrenadante foi
coletado e transferido para o microtubo contendo 20 pl. de microesferas contendo fagos
NGC,2 ou NC41 acoplados, incubou-se 1 h a 37 °C, descartou-se o sobrenadante e os fagos
ligantes foram eluidos com solug¢do &4cida (Glicina-HCl, pH 2,2) por 10 minutos e
posteriormente neutralizados com 2 M de Tris, pH 9,1, e transferidos para a cultura de
bactérias XL1-Blue eletrocompetentes que se encontravam na DO a 600nm= 1.0 para a

infeccao, amplificacdo e titulagdo dos bacteridéfagos.

3.9 - Extracao do DNA plasmidial

Ap6s o término do segundo ciclo de sele¢do bactérias foram submetidas a extracdo do

DNA plasmidial utilizando-se o QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de

acordo com as instrucdes do fabricante.
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ApOs a eluicao os fagos foram acrescidos a uma cultura de E. coli XL1 Blue na DO a
600 nm = 1,0, incubados por 1 h a 37 °C. Em seguida foram adicionados carbenicilina (50
ug/mL) e glicose para uma concentracao final de 2% e incubou-se a cultura por 1h. A seguir
5 ml da cultura foram centrifugados a 3000 x g por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em 250 pL. de tampdo P1. Acrescentou-se 250 pL de
tampao P2 e o tubo foi invertido até que a solugdo ficasse azul, 350 pL de tampao N3 foram
adicionados e o tubo invertido até que a solucao ficasse branca.

Centrifugou-se a 13.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi aplicado na coluna e
centrifugado por 60s, para que o liquido passasse pela membrana. A coluna foi lavada com
500 pL de tampao PB e centrifugada por 60 s. O liquido que atravessou a membrana foi
descartado e a coluna lavada com 750 pLL de tampao PE e centrifugada por 60 s. Em seguida,
apo6s o liquido passar pela membrana este foi retirado da coluna e transferido para um novo
tubo de 1,5 mL, adicionou-se 50 pL. de tampao EB, a coluna permaneceu em repouso por 1
minuto e centrifugada por 2 minutos. O filtrado resultante constituiu uma solu¢do contendo o

DNA plasmidial, que foi analisado em gel de agarose 0,8 %.

3.10 - Transformacao da linhagem de E. coli nao supressora Top 10 com

fagomideos provenientes do segundo ciclo de selecao

Aliquotas de 200 pL de bactérias Top10 eletrocompetentes foram eletroporadas com 2
puL do DNA plasmidial e em seguida incubadas com 3 mL de meio SOC por 1 hora a 37 °C
sob agitacdo. Aliquotas de 10 e 100 pL. da cultura foram plaqueadas em LB Agar contendo

carbenicilina.

3.11 - Producao de scFv na forma soliivel em placa deep well

Apos a eletroporacdo coldnias contendo clones individuais, eluidos apds o segundo
ciclo de selecio foram inoculados em ImL de meio SB contendo 100 mg/mL de
carbenicilina e 2% de glicose 2 M (v/v), em placa deep well e crescidos por 16 horas
agitacdo a 37 °C. A seguir, 50 pl da cultura de cada clone foram transferidos para uma nova
placa de 96 pocos, estéril, contendo 1 mL de meio SB suplementado com 100 mg/mL de
carbenicilina e 2% de glicose 2 M (v/v) e incubada a 37 °C até atingir uma DO a 600nm
proxima de 1. Apds esse periodo a cultura foi centrifugada a 3.700 rpm durante 10 minutos e

o sedimento ressuspenso em 1,5mL de SB suplementado com carbenicilina (100 pg/mL) e
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IPTG (Isopropil B-D-thiogalactopiranosideo) a 2 mM. A placa foi incubada sob agita¢do a
30 °C por 18 horas seguida de centrifugacao a 3.700 rpm por 20 minutos. O sobrenadante de
cultura foi transferido para uma nova placa e armazenado a 4 °C até ser utilizado nos ensaios

ELISA.

3.12 - Teste ELISA para analise da expressao heteréloga de moléculas scFv

Este ensaio foi realizado para detectar clones que expressavam scFv no sobrenadante
de cultura induzida por IPTG. Placas de microtitulagao foram sensibilizadas durante a noite a
4 °C com o sobrenadante da cultura induzida, em tampao carbonato. O bloqueio dos sitios
inespecificos foi realizado com 300 pL. de PBS-BSA 3% durante 1 hora a 37 °C. Na
sequéncia, o bloqueio foi descartado e a placa lavada uma vez com PBS e foram adicionados
50 pL anticorpo anti-HA conjugado com peroxidase (Roche, Basel, Suica) na diluicao de
1:1000 em PBS-BSA 3% e a placa foi mantida por 1 hora e trinta minutos a 37 °C, sob leve
agitacdo. O anticorpo foi descartado e a placa lavada 3 vezes com PBST. Para revelar a
reacdo, foram utilizados 50 pL do substrato OPD (ortofenilenodiamina-Sigma, St. Louis,
Missouri, EUA) e peréxido de hidrogénio (10 mg de CcH4(NH,), + 10 ulL H,O;, 30% + 25
mL de tampao citrato fosfato 0,1 M pH 5,0) incubados a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz, por 30 minutos. Em seguida, a reacdo foi interrompida com 30 pL de H,SO4 2N. A
leitura da reacdo foi realizada em leitora de ELISA Multiscan Plus Versdo 2.03 no
comprimento de onda 492 nm, considerando-se os brancos contendo sobrenadante de cultura

de bactérias transformadas com pComb3XSS vazio.

3.13 — Dot-blot para analise da expressao heteréloga de moléculas scFvs

Este ensaio foi realizado para confirmar a reatividade dos clones que secretavam scFv
detectados no teste ELISA com sobrenadante de cultura induzida por IPTG.

Foram pipetados 5 pL do sobrenadante da cultura de cada clone individual, em
membrana de nitrocelulose 0,22 um (Hybond ECL, Amersham Biosciences, Waukesha,
Wisconsin, EUA), apds secagem a temperatura ambiente (TA), a membrana foi bloqueada
com uma solucdo de PBS-BSA 3% e incubada a TA sob agitagdo por 1 hora. A membrana
foi lavada, rapidamente, por 3 vezes com PBST 0,05%, imersa em uma solu¢do contendo o

anticorpo anti-HA conjugado com peroxidase (Roche) (diluido 1:1000 em PBS BSA 3%) e
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incubada durante 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacdo. Em seguida, a membrana foi
lavada por 3 vezes, rapidamente, com PBST 0,05% e o ensaio foi revelado com o substrato
DAB (3,3 de diaminobenzidina - Sigma). Para interromper a rea¢do, a membrana foi lavada

em agua destilada.

3.14 - Analise dos fragmentos de anticorpos selecionados por ELISA — Pre-

screening

O objetivo da realizacdo deste pre-screening foi selecionar os clones mais reativos
obtidos no biopanning dentre aqueles positivos no teste de expressao.

Placas de microtitulacdo (Nunc Maxisorp) foram sensibilizadas com os fagos NC,2,
NC,1 (10" PFU) e S (1pg/well). Apés incubacdo durante a noite & 4 °C a solucdo foi
descartada. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com 300 pL de PBS-BSA 3%
durante 1 hora a 37 °C. Na sequéncia, o bloqueio foi descartado e a placa lavada uma vez
com PBST 0,05% e adicionou-se 100 uLL do sobrenadante de cultura de indu¢do dos scFvs.
Seguiu-se incubacdo por 1 hora a 37 °C, sob leve agitacdo. Apds a incubagdo os
sobrenadantes foram descartados e a placa lavada 3 vezes com PBST 0,05%. O anticorpo
secundério anti-HA conjugado com peroxidase (Roche) foi posteriormente adicionado na
diluicao de 1:1000 em PBS-BSA 3% e a placa foi mantida por uma hora e trinta minutos a
37 °C, sob leve agitacdo. O anticorpo foi descartado e a placa lavada 3 vezes com PBST.
Para revelar a reacdo, foram utilizados 50 pL. do substrato OPD e peréxido de hidrogénio
com incubacdo a TA, ao abrigo da luz, por 30 minutos. Em seguida, a reacdo foi
interrompida com 30 pL de H,SO4 2N. A leitura da reacdo foi realizada no comprimento de
onda 492 nm, considerando-se os pocos da placa que foram sensibilizados com PBS-BSA
3% (brancos).

A especificidade dos scFvs selecionados contra peptideos expostos em fagos foi
testada por ensaios de ELISA. As placas de microtitulagdo (Nunc Maxisorp) foram
sensibilizadas com 10'° PFU/well dos fagos NC,2, NC41 e selvagem (controle negativo)
procedendo o teste como descrito anteriormente, sendo a diluicdo do anticorpo anti HA

1:250.
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3.15 - Producao de scFv em maior escala

Os clones selecionados pelos testes de ELISA e dot blot, foram utilizados para
avaliacdes em testes mais especificos. Para realizar os ensaios seguintes, os clones foram
induzidos novamente (como descrito no item 3.11), porém num volume maior de cultura

(200 mL).

3.16 - Purificacao de scFv por cromatografia de afinidade em HPLC

Colunas niquel sepharose HisTrap HP (GE Healthcare Life Sciences, Waukesha,
Wisconsin, EUA) foram utilizadas uma vez que os anticorpos expressos possuem uma cauda
de histidina. O protocolo de purificacao realizado seguiu as recomendacdes do fabricante.

As fracdes que apresentaram maiores concentragdes foram reunidas em um tubo,
concentradas utilizando tubo Amicon 3kDa (Millipore, Billerica, Massachusetts, EUA) e

dosadas de acordo com a técnica descrita por Bradford (1976).

3.17 - Analise em gel SDS-PAGE e western blotting (WB)

Para verificar a integridade dos clones de anticorpos amostras purificadas de scFv
foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 16%. Os géis
foram desmontados e submetidos a coloracdo com prata de acordo com a metodologia
descrita por Friedman et al. (1982) ou transferidos para membrana de nitrocelulose 0,22 pm.

ApOs a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau durante 5 minutos e, em
seguida, lavada com 4gua ultrapura até a visualizacdo das bandas. Posteriormente, a
membrana foi cortada e os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS-BSA 3% por 1
hora, a TA sob leve agitacdo. Cada tira de membrana foi lavada por 3 vezes com PBST
0,05%. As tiras foram incubadas com anticorpo anti-HA marcado com peroxidase 1:1000
em PBS-BSA 3%. Para controle negativo o S foi utilizado. As membranas foram lavadas por
mais 3 vezes, nas mesmas condi¢des descritas acima, e a reagdo revelada pela adicdo do

substrato DAB.
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3.18 — Dot blot

Tiras foram cortadas de uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, Amersham
Biosciences) (1 tira para cada clone testado). Foram pipetados 5 pl do fago correspondente
(NC;2 ou NC41) além do fago selvagem (controle negativo) para verificar a especificidade, e
em outra tira colocou-se o S e PBS para testar clones selecionados contra ele.

As membranas foram bloqueadas com PBS-BSA 3% por 1 hora a temperatura TA.
Posteriormente, foram realizadas 3 lavagens com PBST 0,05%. Os clones selecionados
foram incubados por 1 hora a TA (1:100 em PBS-BSA 3%), sob leve agitacdo. Em seguida,
precedeu-se as lavagens (3X) e o anticorpo secunddrio anti-HA conjugado com peroxidase
1:1000 em PBS-BSA 3% foi adicionado. As membranas permaneceram sob incubagao a TA
por 2 horas sob leve agitagdo. Mais 3 lavagens foram realizadas e a revelagao ocorreu com o

substrato DAB. Ao surgimento da marca¢do a membrana foi lavada em dgua destilada.

3.19 - Imunofluorescéncia

As formas metacestodeas foram incluidas em Tissue-tek (Tissue Freezing Medium,
Durham, NC, USA) e congelados a -70 °C. Seccdes de 2 pm de espessura foram obtidas e os
cortes foram colocados em ladminas para microscopia, que foram deixadas a TA por 30 min
para secagem. Os clones de scFv purificados (10 pg) foram diluidos em PBS e incubados por
40 min a 37°C com o corte. Ap6s duas lavagens de 5 min cada em PBS, os cortes foram
incubados com o anticorpo secunddrio anti HA marcado com isotiocianato de fluresceina
(FITC- 6 pg/ml) diluido em azul de Evans por 40 min a 37 °C. Apds duas lavagens com
PBS as laminas foram montadas utilizando glicerina tamponada e laminula. A ligacdo dos
clones de anticorpos foi verificada em microscopio confocal LSM 510 Meta (Carl Zeiss,

Oberkochen, Alemanha).

3.20 - Seqiienciamento das cadeias variaveis pesadas e leves dos clones

As reacdes de seqiiénciamento foram preparadas com o kit DyEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing (GE HEalthcare life sciences) e utilizando-se seqiienciador
automdtico capilar MegaBace. As amostras foram preparadas para sequenciamento em

placas de 96 pogos contendo aproximadamente 400 ng de DNA plasmidial e 2,5 pmoles do
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oligonucleotideo MMB4 (senso) ou 2,5 pmoles do oligonucleotideo MMBS5 (reverso), em
um volume final de 10 pL.
As seqiiéncias foram analisadas pelo Igblast no NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast).

3.21 - Captura de antigenos a partir do extrato salino total

Com a finalidade de caracterizar os antigenos verdadeiros cada clone de anticorpo foi
acoplado em uma resina de niquel.

Para a captura foi utilizado 80 pl da resina (Ni Sepharose 6 Fast Flow - GE Healthcare
Life Sciences), ap6s uma lavagem com trés volumes de dgua e duas lavagens com tampao de
ligacao/lavagem (20 mM Na,HPO,, 0,15 M NaCl, pH 7.0) os clones de anticorpos foram
adicionados (A4, B6 e G10) na concentracdo de 135 pg e incubados sob agitacdo a TA por 1
hora. Em seguida foram feitas duas lavagens com tampao de ligacdo/lavagem e acrescentou-
se 0 S na concentracdo de 540 pg. Apds uma hora de incubagdo a TA sob agitacdo e duas
lavagens foi realizada a elui¢do. Para eluir os antigenos capturados pelos clones de
anticorpos, foi utilizado tampao contendo imidazol (20 mM fosfato de sédio, 0.5 M NaCl,
500 mM imidazol, pH 7,4) por 5 minutos.

As fragdes eluidas foram dosadas de acordo com o método de Bradford (1976),

analisadas por SDS-PAGE 16%, aliquotadas e mantidas a -20°C para posterior utilizacao.

3.22 - Sequenciamento das proteinas capturadas

As proteinas foram precipitadas em solu¢do utilizando o ProteoExtract kit
(Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) e o pellet foi deixado para secar durante a noite em
uma capela de exaustdo. O pellet liofilizado foi ressuspenso em 50 mM de bicarbonato de
amoénio (pH 8.0) e sujeito a uma digestdo triptica em solucdo (Mike Myers, Cold Spring
Harbor modified by Brett S. Phinney, UC Davis Proteomics Core). Os peptideos digeridos
foram entdo dessalinizados por meio de ponteiras de aspiragdo (Aspire tips, RP30 tips,
Thermo-Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) antes de serem ressuspendidos

em tampao de corrida.
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3.22.1 - Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas - LC-
MS/MS

Os peptideos digeridos foram analizados utilizando um espectrometro LTQ-FT
(Thermo Fisher Scientific) acoplado com um aparelho de cromatografia liquida alta
performance (HPLC) MG4 paradigm (Michrom, Auburn, CA). As amostras foram aplicadas
em um Michrom cap trap (0.5x2mm) para remog¢ao de impurezas como sais e detergentes,
separadas utilizando uma coluna de fase reversa Michrom Magic C18AQ (200 umx150 mm)
e eluidos utilizando gradiente de duracdo de 60 minutos. As amostras foram sujeitas a

dissociacdo induzida por colisdo e os dados coletados.

3.22.2 — Analise dos dados de espectrometria de massas

Os dados brutos foram analisados utilizando o software X!Tandem e visualizados pelo
programa Scaffold (Proteome Software, version 3.01). Foi realizada uma busca no banco de
dados Uniprot (www.uniprot.org) por amostras relacionados com Taenia solium (304

sequencias disponiveis).

3.23 - Fracionamento do antigeno total de metacestodeos de 7. solium por

cromatografia de troca ionica

Com o objetivo de selecionar novos antigenos para aplicagdo no imunodiagndstico da
NC, fragdes do extrato salino foram obtidas pelo fracionamento por troca idnica.

O extrato salino de 7. solium foi fracionado em resina de troca idnica sepharose
dietilaminoetil celulose — DEAE (GE Healthcare Life Sciences). A suspensdo de resina foi
distribuida em microtubo (1,5 ml) e centrifugada (2000 x g, 1 minuto), até atingir um volume
final de resina de 200 uL. A mesma foi equilibrada com 600 puL. de PBS e procedeu-se o
fracionamento. Foram aplicados 200 puL de extrato S, o tubo foi deixado 20 minutos em
agitacdo horizontal. O sobrenadante deste homogenato constituiu a 1* fracio — DEAE S1 — a
qual ndo interagiu com a resina. Logo em seguida, a resina foi lavada 3 vezes com PBS pH
7,2 e eluida com tampao fosfato pH 8,0 acrescido de cloreto de s6dio (NaCl) 0,5 M. O sistema
foi agitado horizontalmente por 5 a 10 minutos e, logo apds, centrifugado por 2 minutos a
2000 x g. O sobrenadante deste constituiu a 2* fragdo — DEAE S2 - com componentes

analiticos interativos com o grupo DEAE.
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Depois de utilizada, a resina foi recuperada em ciclos de lavagem com tampao éacido e
basico. Foi realizada a dosagem protéica das fragcdes resultantes pelo método de Lowry et al.,
(1951). Posteriormente, estas fracdes foram analisadas por SDS-PAGE 16% e testadas por
ELISA para deteccao de IgG.

A andlise do gel foi realizada utilizando o programa Image J versdo 1.44 (National
Institutes of Health, Bethesda, EUA), os picos foram comparados com um padriao de peso
molecular (Real Biotech, RECOM™ Blue Wide Range Prestain Marker, Bangiao City,

Taiwan) para estimar seu peso molecular relativo.

3.24 - ELISA para selecao da fracio com melhores parametros diagnosticos

3.24.1 - Amostras de soro

As amostras de soro de pacientes com neurocisticercose foram obtidas por meio da
aliquota que seria desprezada, apds os exames de rotina, pelo Laboratério de Andlises
Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia — MG (HC-UFU). As
amostras de soro de pacientes com teniase e outras parasitoses foram colhidas a partir de
resultados positivos de exames de fezes realizados no Laboratério de Anélises Clinicas do
HC-UFU. As amostras do grupo controle foram obtidas de individuos da comunidade que
consentiram em participar do projeto. Todas as amostras estdo disponiveis no banco de soro
do Laboratério de Diagndstico de Parasitoses — UFU. Foram obtidas 120 amostras de soro,

divididas em trés grupos:

3.24.1.1 — Amostras de soro de pacientes com diagnéstico definitivo de

neurocisticercose (Grupo 1)

Foram utilizadas 40 amostras de soro de pacientes com diagndstico definitivo de NC de
acordo com os critérios propostos por Del Brutto et al. (1996). Sob tais critérios, um
diagnéstico definitivo de NC se baseia na presenca de um critério absoluto que pode ser a
demonstracdo histolégica do parasito por bidpsia, visualizacio do escélex da forma
metacestddea por TC ou RM ou a visualizagdo direta do parasito na subretina através do
exame de fundo de olho; a presenca de dois critérios principais, um critério secundario e um

critério epidemiolégico levam ao diagnéstico desta doenca.
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3.24.1.2 — Amostras de soro de pacientes infectados por outros parasitos,

incluindo Taenia sp. (Grupo 2)

Com o objetivo de verificar a reatividade cruzada nos métodos imunolégicos, foram
utilizadas 40 amostras de soro de pacientes infectados por: Ancilostomideos (n=6), Ascaris
lumbricoides (n=3), Enterobius vermicularis (n=3), Hymenolepis nana (n=4), Schistosoma
mansoni (n=7), Strongyloides stercoralis (n=7), Taenia sp. (n=6) e Trichuris trichiura (n=4).

As amostras de soro foram colhidas de individuos com exames parasitologicos de
fezes positivos apds a andlise de trés amostras fecais pelos métodos de HPJ e/ou Baermann-
Moraes (HOFFMANN; PONS; JANER, 1934; BAERMANN, 1917; MORAES, 1948; LUTZ,

1919), sendo todas triadas pelo Laboratério de Diagndstico de Parasitoses-UFU.

3.24.1.3 — Amostras de soro controle de individuos aparentemente saudaveis
(Grupo 3)

Foram utilizadas 40 amostras de soro de individuos voluntdrios, assintomadticos, que
em trés exames parasitologicos de fezes realizados pelo método de HPJ e Baermann- Moraes
(HOFFMANN; PONS; JANER, 1934; BAERMANN, 1917; MORAES, 1948; LUTZ, 1919).
Estes individuos apresentaram sorologia negativa para NC, utilizando o extrato S e negaram

historico anterior de teniase-cisticercose.

3.24.1.4 — ELISA com as fracoes resultantes do fracionamento por troca

ionica

Testes ELISA foram realizados para triar a fracdo com melhores parametros
diagndsticos para posterior utilizagdo na captura de novos antigenos.

Testes preliminaries foram realizados para determinar as condi¢des Otimas para o
ELISA, através da titulagcdo em bloco dos reagentes (antigenos, soro e conjugado).

O experimento foi realizado de acordo com Gonzaga et al. (2011) com modificagdes.
Microplacas de poliestireno foram utilizadas como suporte para adsorcdo do S e de suas
fracdes (DEAE S1 e DEAE S2), a uma concentracdo de 10 pg/mL em tampdo carbonato-
bicarbonato de sédio a 0,06 M (pH 9,6). As placas, ap6s sensibilizadas com 50 pL do
preparado, foram mantidas em camara imida a 4° C durante a noite. Foram lavadas com

PBST 0,05%; trés lavagens de 5 minutos. As etapas subsequentes foram conduzidas
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utilizando PBST como diluente do soro e conjugado e lavagens com PBST 0,05% foram
feitas entre os passos da reacgdo.

As amostras de soro foram diluidas em PBST 0,05%, posteriormente foram
adicionadas, em duplicata, diluidas a 1:200 e incubadas em camara umida a 37 °C por 45
minutos. Decorrido este tempo, as placas foram lavadas 3 vezes (5 minutos cada).
Posteriormente foi adicionado as placas, para a deteccao do IgG, conjugado anti-IgG humana
marcada com peroxidase, na dilui¢ao 1:2000; a incubacao foi realizada por 45 minutos a 37
°C.

A reacdo foi revelada utilizando OPD e peréxido de hidrogénio. A placa foi mantida
por 10 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Decorrido esse tempo a reagao
foi interrompida pela adi¢dao de 25 puL de solugcdo 2 N de H,SO4. A leitura foi realizada em
leitor ELISA Multiscan Plus Versdo 2.03 com filtro de 492 nm.

3.25 — Captura de novos antigenos

A captura de novos antigenos com potencial aplicacao no imunodiagndstico da NC foi
realizada como descrito no item 3.22, de acordo com o esquema da Figura 4, abaixo.

Os trés clones A4, B6 e G10 foram utilizados para capturar antigenos tanto do extrato
salino total quanto da fracio DEAE S2 obtida pelo fracionamento em resina DEAE. Todas

as fracoes eluidas foram analisadas por SDS-PAGE 12%.

BE G10e Ad

‘I DEAE S2 I

Figura 4 — Esquema da captura de antigenos, cada clone foi utilizado para capturar antigenos a partir do

extrato salino total e da fracio DEAE S2.
3.26 — ELISA com os antigenos capturados

Placas de microtitulacdo (Polysorp) foram sensibilizadas com os seis antigenos
capturados (A4, B6 e G10 total e A4, B6 e G10 DEAE S2), com o extrato salino total e a
fracdo DEAE S2 (10 pug/mL). Ap6s incubagao durante a noite a 4 °C a solucao foi descartada,

as placas foram lavadas 3 vezes de cinco minutos cada com PBST 0,05% e foram adicionados
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50 pL do soro de pacientes com NC, outras parasitoses e sauddveis (30 amostras de cada
grupo diluidos 1:200). Apds incubacdo por 1 hora a 37 °C, a placa foi lavada 3 vezes com
PBST 0,05%. O anticorpo secunddrio anti-IgG conjugado com peroxidase foi posteriormente
adicionado na dilui¢ao de 1:2000 em PBST 0,05% e a placa foi mantida por 1 hora a 37 °C.
Em seguida a placa foi lavada novamente e a reagdo revelada utilizando-se OPD (5 mg), num
volume final de 50 uL com tampao apropriado contendo 5 pLL de HO; a 30%. A interrup¢do
foi realizada pela adi¢do de 25 pL de H,SO4 2 N, e a leitura da absorbancia foi feita em leitor

Multiscan Plus Versdo 2.03, com filtro de 492 nm.

3.27 — Western Blotting com os antigenos capturados

O eluato contendo os antigenos capturados foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%. Os géis foram desmontados e submetidos a coloragdo
com prata de acordo com a metodologia descrita por Friedman et al. (1982) ou transferidos
para membrana de nitrocelulose 0,22 pm.

Ap6s a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau durante 5 minutos e, em
seguida, lavada com d&4gua ultrapura até a visualizacdo das bandas. Posteriormente, a
membrana foi cortada e os sitios inespecificos foram bloqueados com PBST M 5% (PBST
acrescido de leite em pd desnatado 5%) por 1 hora, a TA sob leve agitagdo. Cada tira de
membrana foi lavada por 6 vezes com PBST M 1%. As tiras foram incubadas com pool de
amostras de soro (G1, G2 e G3) diluidas 1:50 em PBST M. Apés incubagao overnight a 4 °C
e 6 lavagens como descrito anteriormente, o anticorpo secundario, anti [gG humana marcado
com peroxidase (whole molecule - Sigma) diluido 1:1500 em PBST M 1% foi adicionado.
Ap6s incubagdo a TA por 2 horas e lavagens com PBS a reagado foi revelada pela adi¢ao do

substrato DAB e interrompida pela lavagem com dgua destilada.

3.28 — Analise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o programa computacional com pacotes
estatisticos GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, EUA). Os melhores
parametros de diagndstico para o ELISA, inclusive, o ponto de corte (cut-off) foram
estabelecidos pela receiver operating characteristic (ROC) e a two-graph receiver operating
characteristic (TG-ROC) (GREINER; SOHR; GOBEL, 1995). A TG-ROC ¢ um gréfico que

avalia concomitantemente sensibilidade (Se) e especificidade (Es) em relacdo a um intervalo
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de possiveis cut-off (intermediate range; IR — Indice de reatividade), auxiliando na
determina¢do de um cut-off 6timo. Os pontos de cut-off foram selecionados, dentro do IR de
cada TG-ROC, e o valor de absorbancia mais préximo gerado pela curva ROC foi utilizado
em conjunto com os melhores parametros para Se, Es e likelihood ratio (LR).

A area sob a curva da curva ROC ou area under ROC curve (AUC), indice da acuracia
diagndstica, foi calculada e valores proximos a 1 indicam um teste informativo; valores
proximos a 0,5 indicam um teste sem informagdo diagndstica (HANLEY; McNEIL, 1983).
Para comparacdo das AUC, de cada preparado antigénico, que foram derivadas do mesmo
painel amostras de soros foi utilizado o método descrito por Hanley e McNeil (1983).

Razao de probabilidade (RP) ou LR indica qual a probabilidade de paciente com
neurocisticercose possuir um teste especifico positivo comparado com pacientes nao
infectados pelo parasito; foi estimada como LR = Se/(1-Es) (SOPELETE, 2005).

O indice de reatividade — que expressa os resultados da reatividade dos soros - pela
razdo entre os valores de absorbancia e o cut-off (para cada extrato antigénico). Valores de IE
>1 foram considerados positivos. Sensibilidade e especificidade foram calculados de acordo
com Sopelete (2005). Foram consideradas diferencas estatisticamente significantes quando p

<0,05.
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4 -RESULTADOS

4.1 — Selecao dos anticorpos

Moléculas de scFvs ligantes a peptideos expressos em fagos NC,2 e NC4l € ao S
foram isoladas da biblioteca. Este processo ocorreu por dois ciclos de selecdo, os quais
consistiram em ligacdes dos scFvs, lavagens dos anticorpos ndo ligados, eluicao e
amplificacdo de clones especificos. Em cada ciclo de selec@o contra os peptideos foi incluido
um passo de selecdo negativa para retirar os clones que se ligassem a proteinas do fago, para
tanto foi utilizado o fago selvagem.

Para obter anticorpos monoclonais com alta afinidade, houve aumento na pressao de
selecdo mediante aumento na quantidade de lavagens do 1° para o 2° ciclo de selecao

(Tabela 1).

Tabela 1 - Titulos obtidos nos dois ciclos de selecdo de uma biblioteca scFv expressa em fagos contra antigeno
total de metacestddeos de T. solium (S) e dois peptideos expressos em fagos (NC,2 e NC41). Os titulos de
entrada e saida, as condi¢des de estringéncia nas lavagens sdo mostradas para cada ciclo. Ufc/mL = unidades
formadoras de colonias por mL.

Ciclo de Estringéncia
Alvo Entrada ufc/mL Saida ufc/mL
selecao TBS-T
1° 2x10° 2x10° 0,05%
S
20 3x10° 1x10° 0,1%
1° 2x10° 3x10* 0,05%
NC,2
20 4x10’ 2x10° 0,1%
1° 2x10° 1,1x10° 0,05%
NCq4l1
20 6,8x10° 1,1x10° 0,1%

4.2 - Transformacao da linhagem de Escherichia coli com fagomideos provenientes

do segundo ciclo de selecao e expressao de moléculas scFv em solucao

Fagos presentes no eluato do 2° ciclo de selecdo foram amplificados em XL1-Blue, em
seguida, os plasmideos destas bactérias foram extraidos (Figura 5) e utilizados para transformar
bactérias Top 10 (Figura 6). A linhagem nao supressora (Top 10) foi requerida para expressar

moléculas scFv, livres da proteina III viral, em solucao.
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Figura 5 — Andlise da extragdo do DNA plasmidial das bactérias do 2° ciclo de selecdo em gel de agarose 0,8%.

Figura 6 — Linhagem de E. coli ndo supressora Top 10 transformada com fagomideos provenientes do segundo
ciclo de selecgdo.

Depois de induzidos com IPTG, os clones isolados de bactérias TOP10 transformadas
(n= 96 contra cada alvo) foram avaliados por ELISA e dot blot quanto a expressdo dos scFvs no
sobrenadante de cultura, como mostrado nas Figuras 7 e 8.

Os ensaios ELISA e dot blot foram realizados, nesse caso, para analisar a expressao dos
fragmentos scFv indiretamente pela observacdo da expressdo do epitopo da hemaglutinina (HA)
fusionada ao anticorpo clonado no vetor pComb3XSS. O reconhecimento do epitopo HA pelo
anticorpo monoclonal anti-HA reflete a expressdo deste e, consequentemente, pela sua
proximidade ao fragmento scFv, pode-se inferir a integridade de todo o sistema de expressao.
Como controle negativo, foi utilizado o sobrenadante de cultura de bactérias TOP10
transformadas com o vetor pComb3XSS vazio e que foram induzidas nas mesmas condi¢des
descritas para as bactérias que expressaram os fragmentos de anticorpos. Os controles negativos
nao exibiram marcagao.

Dentre os fragmentos de anticorpos expressos em placas deep well, nem todos

expressaram o epitopo da hemaglutinina (Figura 6).



Contrele negativo

Figura 7 - ELISA de sobrenadante de cultura dos clones induzidos com IPTG ap6s transformacdo em E. coli
linhagem TOP 10.

Controle negativo —b’

Figura 8 - Andlise de dot blot do sobrenadante de cultura dos clones induzidos com IPTG.

51




52

4.3 - ELISA para seleciao dos fragmentos de anticorpos scFv com maior afinidade aos

alvos

Os clones positivos, ou seja, expressando o epitopo da hemaglutinina, foram utilizados
no ensaio imunoenzimatico ELISA para selecdo dos fragmentos de anticorpos scFv com maior
afinidade ao extrato total e aos peptideos expressos em fagos NC,2 e NCyl .

A especificidade foi testada utilizando placas de microtitulagdo para ELISA (n= 21
clones selecionados contra cada peptideo e n= 10 clones da sele¢do contra o S). O clone foi
considerado como especifico se a DO fosse duas vezes maior que a dos controles negativos
(Figura 9).

O ensaio imunoenzimatico ELISA possibilitou a selecdo de seis fragmentos de anticorpos
com maior afinidade aos alvos, dois clones para cada. Os resultados foram analisados quanto a
DO do clone em relagdo a do PBS-BSA 3%, para os clones especificos ao S, ou a DO o fago
selvagem para os clones selecionados contra os peptideos expressos em fagos. Os fragmentos de
anticorpos Al e A4 selecionados para o extrato salino total, B6 e E4 para o peptideo NC,2 e G10

e H12 relativos ao NC41 mostraram maiores reatividades (Figura 8).
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Figura 9 — ELISA para andlise da reatividade dos scFvs selecionados. As colunas com linhas horizontais
representam a reatividade dos clones ao alvo. A- Clones selecionados contra o fago NC,2, B — NC41 e C —
antigeno salino total de metacestdédeos de 7. solium. As colunas em branco representam reatividade dos clones
ao fago selvagem (A, B) e PBS-BSA 3% (C).
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4.4 - Purificaciao de scFv por cromatografia de afinidade em HPLC e analise das

fracoes eluidas

Apés a expressdao dos clones em sobrenadante de cultura, os mesmos foram
purificados em sistema HPLC. As fracdes eluidas foram analisadas em um ensaio de dot blot,
aquelas com maior reatividade foram colocadas em um mesmo tubo, concentradas e
dessalinizadas em amicon 3kDa.

Aliquotas das fra¢des concentradas foram submetidas a SDS-PAGE 16% e WB para
identificar sua pureza e massa molecular. Apds a separacdo, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose para realizacdo do teste de reconhecimento do scFv pelo
anticorpo anti-HA (marcado com peroxidase). Todos os anticorpos purificados mostraram
apenas uma banda com o tamanho esperado de aproximadamente 29kDa. A auséncia de

outras bandas indicou que ndo houve degrada¢do dos scFvs durante a purificagio (Figura 10).
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Figura 10 - Andlise do perfil eletroforético dos clones selecionados em SDS-PAGE 16% (A) e western blotting,
o clone purificado por cromatografia foi reconhecido pelo anticorpo anti-HA (marcado com peroxidase) na
posi¢do de aproximadamente 29 kDa (B).

No teste Dot blot todos os clones selecionados mostraram ser especificos contra seu
respectivo alvo (Figura 11). No WB utilizando extrato salino total nenhuma banda foi

reconhecida pelos clones sugerindo que estes reconhecam proteinas conformacionais.
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Figura 11 - Verificacdo da especificidade dos clones selecionados ao alvo 1- Antigeno total, 2 (A e B) - PBS,
C-F (peptideo exposto em fago), 3 (C-F) — Fago selvagem. scFvs: Al (A), A4 (B), B6 (C), E4 (D), G10 (E),
H12 (F).

Ap0s a realizacdo de testes ELISA e dot blot para verificar a especificidade, um clone

contra cada alvo (A4 — S, B6 — NC;2 e G10 — NC41) foi selecionado para maiores andlises.

4.5- Localizacao por imunofluorescéncia dos antigenos reconhecidos pelos clones

selecionados

Para confirmar a reatividade e determinar o padrao de expressdao cada clone foi
avaliado por imunofluorescéncia utilizando sec¢des da forma metacestodea de 7. solium. Os
clones de scFv foram incubados com o cisticerco e a ligacdo dos scFv foi visualizada por
imunofluorescéncia indireta apds incubacdo com anticorpo secunddrio anti HA-FITC.
Nenhuma fluorescéncia foi verificada nos controles negativos. O padrdo encontrado para
todos os clones foi desigual, distribuido sem regularidade, porém claramente distintos (Figura
12). Apenas para o clone B6 foi observada uma imunorreatividade preferencialmente nas

areas de tegumento (Figura 12 B).
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Figura 12 — Imunofluorescéncia do cisticerco de 7. solium para imunolocalizag¢do dos antigenos reconhecidos

por cada clone de scFv selecionado. A ligagdo foi observada pela utilizacdo de anti HA marcado com FITC, por
microscopia de fluorescéncia (A) negativo, (B) B6, (C) A4 e (D) G10.
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4.6 - Sequenciamento dos clones selecionados

Cada clone possui uma sequencia diferente como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Sequéncia de aminodacidos dos anticorpos selecionados. Os CDRs (1 a 3) econtram-se sublinhados.

Cadeia Leve

Clone Sequencia

A4 MTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQASQAPHL*CIQQGH
HPSQVQWQ*GLGQTSLSPSAA*SLKILQFITV SSVALAVDVGKDSEI

B6 MTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYWYLQKPGQSPQLLIYWYLQKPGQS
POLLIYVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTRTFGPGTKVDIK

G10 VQLLESGAEVKKPGSSVKVSCRASGGTFNNYAISWVRQAPGQGLEWMGGIFPFR
XTXXTXXTSRAXSPLPRTNXRXXXTWX*AXCXLRTXPX TATTAMTGRGCSWKK
RGYDFWSDHGILRYGRLGP

Cadeia Pesada

Clone Sequencia

A4 VMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRAT
GIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPWTFGQGTKVEIK

B6 VQLLESGAEVKKPGSSVKVSCRASGGTFNNYAISQCMPSAWVRQAPGQGLEWM
GGIFPFRNTAKYAQHFQGRVTITADESTGTAYMELSSLRSEDTAIYYCARGDTIFG
VIMGYYAMDVWGQGTTVTVS

G10 *LVESGPEVKKPGTSVKVSCKTSGFSFTSYAVOWVRQARGQRLEWIGWIVVGSGQ
TNYAQSFHERVTITRDMSTSTVYMLSSLRSEDTAVYYCAADQSAALPPLFVGFEDP
LGPGNPGHCLL

4.7 — Caracterizacao dos antigenos verdadeiros

Apds o acoplamento dos clones de anticorpos selecionados na resina de niquel, o
extrato salino total foi incubado para que os antigenos especificos a cada anticorpo fossem
capturados. Apéds eluicdo com imidazol a fragdo resultante foi enviada para caracterizacao.
As fracdes foram ainda analisadas por SDS-PAGE 16% (Figura 13).

Pode-se observar que os eluatos apresentam perfis semelhantes, porém ao se avaliar
pelo programa Image J observa-se que o padrdo de picos apresentados possuem algumas
diferencas.

O sequenciamento revelou proteinas diferentes para cada clone, o antigeno verdadeiro

para cada um é demonstrado na Tabela 3 abaixo.
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Figura 13- Perfil eletroforético em SDS-PAGE 16% (corado por nitrato de prata) dos antigenos capturados a
partir do antigeno salino total de metacestédeos de 7. solium pelos clones A4, B6 e G10.

Tabela 3 — Dados do sequenciamento por LC MS/MS. Sao mostradas as proteinas alvo de cada clone, ou seja, o
antigeno verdadeiro.

Clone n.Acesso Descricao Gene PM (kDa)

A4 G3GE64 Ts18 variant 2 Ts18v2 9,455.10

B6 P68555 Actin ACTI 41,727.50

Gl10 D2US5C3 Phosphoenolpyruvate pepck 54,088.40
carboxykinase

4.8 — Fracionamento do extrato salino total por cromatografia de troca ionica

Com o conhecimento da limitagdo da sorologia pela reatividade cruzada quando se
utiliza extratos antigénicos totais, foi realizado o fracionamento do antigeno total em resina
cationica DEAE. As fracdes resultantes foram testadas por ELISA com amostras de soro de
trés grupos de pacientes. A fracdo com melhores parametros diagnodsticos foi utilizada para
posterior fracionamento utilizando os clones de anticorpos selecionados. Como os clones
foram selecionados contra peptideos expressos em fago com altos valores de efici€éncia
diagnoéstica, pretendeu-se capturar antigenos altamente eficientes.

A Figura 14 mostra os perfis eletroforéticos do extrato salino e das fragdes obtidas

apos o fracionamento em resina de troca idnica.
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Figura 14 - Perfis eletroforéticos do extrato salino total de formas metacestédeas de 7. solium (S) e fracdes
obtidas, em resina sepharose dietilaminoetil celulose — DEAE (DEAE S1 e a DEAE S2, a qual interagiu com a
resina), em SDS-PAGE a 12%, corado com nitrato de prata. PM — padrido de massa molecular em kilodaltons

(kDa).

A Figura 15 apresenta todas as amostras testadas por ELISA utilizando o S e as
fragdes antigénicas obtidas por fracionamento em resina de troca i6nica. No Grupo 1, 87,5%
(35/40) das amostras foram positivas para o extrato salino total (S), 87,5% (35/40) para a
fragdo DEAE S1 e 90% (36/40) para a fragdio DEAE S2. No Grupo 2, 20% das amostras
(8/40) foram positivas para o S e para as fracoes DEAE S1 e S2 foram 12,5% (5/40). No
Grupo 3, o percentual de amostras positivas para S, DEAE S1 e DEAE S2 foi 5% (2/40),
2,5% (1/40) e 0% (0/40), respectivamente.
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Figura 15 - Deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestédeos de T. solium em amostras de soros de pacientes
com NC (Gl; n = 40), outras parasitoses (G2; n = 40) e individuos sauddveis (G3; n = 40) analisadas por
ELISA, utilizando o extrato salino total (S) de T. solium, e suas fragbes DEAE S1 (que ndo interagiu com a
resina) e DEAE S2 (que interagiu com a resina). Linha pontilhada indica o indice reatividade (IR); linha
contfnua refere-se & mediana do grupo.

A reatividade cruzada pelo teste ELISA no G2 para o antigeno S foi observada para
amostras de pacientes infectados por: ancilostomideo (1/8), A. Ilumbricoides (3/8), S.
stercoralis (1/8), H. nana (1/8), S. mansoni (2/8). Para a fracio DEAE S1 a reatividade
cruzada foi com amostras de pacientes com S. stercoralis (1/5) e H. nana e S. mansoni (2/5),
cada. Para a fracdo DEAE S2 a reatividade cruzada encontrada foi para amostras de Taenia sp
(1/5), H. nana (2/5), S. mansoni (1/5).

A Figura 16 mostra as curvas ROC com a selecdo de cut-off por TG-ROC com a
combinacdo de sensibilidade e especificidade, além dos valores de AUC e LR. De acordo com
o critério de corte estabelecido por TG-ROC para o S, a sensibilidade foi de 87,5% para S e
DEAE S1 e 90% para DEAE S2. Houve um aumento da especificidade do S (87,5%) para a
DEAE S2 (93,8%).

Analisando a curva ROC (Figura 16), a fracio DEAE S2 ¢ satisfatoriamente eficiente
na discrimina¢do entre pacientes com NC e grupos controle (G2 e G3). O desempenho do
teste, indicado pela drea sob a curva (AUC), para a fragdo DEAE S2 quase atingiu o valor
maximo (1,00) de eficiéncia, detendo valor igual a 0,981. O cdlculo da likelihood ratio (LR)
conferiu a deteccdo de IgG a melhor probabilidade de um resultado do ensaio ser relacionado

com a existéncia de NC ou de resposta imune funcional. Para o S e a fracdo DEAE S1 a LR
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foi de 7,0 e 11,7, respectivamente, indicando um valor moderado. Contudo, para a fracao

DEAE S2 a LR obtida, foi de alto valor diagndstico, igual a 14.,4.
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Figura 16 - Curva ROC indicando o ponto 6timo da reagdo (cut-off), sensibilidade (Se), especificidade (Es),
drea sob a curva (drea under curve; AUC) e razdo de probabilidade (likelihood ratio; LR) para extrato salino
total (S) e suas fragdes DEAE S1 e DEAE S2 na detec¢do de IgG em amostras de soro.

4.9 — Captura de novos antigenos e aplicacao na deteccio de IgG em amostras de
soro

As Figuras 17 e 18 mostram os perfis eletroforéticos e andlise pelo programa Image J,
do extrato salino total e fracdes capturadas a partir dele e DEAE S2 e fra¢des capturadas a
partir da mesma, respectivamente.

A Figura 19 apresenta todas as amostras testadas por ELISA utilizando o S, DEAE S2
e as fragdes antigénicas capturadas pelos clones de anticorpos G10, A4 e B6 nos grupos 1, 2
e 3. Analisando a Figura 18 A, foram observadas taxas de positividade no Grupo 1 de 80%
(24/30) para S, 97% (29/30) para o antigeno capturado pelo clone G10 e 100% (30/30) e
97% (29/30) para os antigenos correspondentes aos clones A4 e B6, respectivamente. No

Grupo 2, 26,6% (8/30) das amostras foram positivas para o S, 3,3% (1/30) para a captura do



clone A4 e 6,6% para o B6, nenhuma amostra foi positiva para o antigeno referente ao clone

G10. No Grupo 3 a positividade foi de 6,6% para o S e captura do clone G10 e 3,3% (1/30)

para os clones A4 e B6.
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Figura 17 - Perfis eletroforéticos por SDS PAGE 16% e andlise dos mesmos pelo programa Image J do extrato
salino total de formas metacestddeas (S) e fracdes obtidas apds captura antigénica pelos clones A4, B6 e G10 em
SDS-PAGE, corado com nitrato de prata. PM — padrdo de massa molecular em kilodaltons (kDA).
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Figura 18 - Perfis eletroforéticos por SDS PAGE 12% e anilise dos mesmos pelo programa Image J da fragdo
DEAE S2 e fragdes obtidas apds captura antigénica pelos clones A4, B6 e G10 em SDS-PAGE, corado com
nitrato de prata. PM — padrdo de massa molecular em kilodaltons (kDA).
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Na Figura 19 B, para o Grupo 1 as positividades foram: 83,3% para fracio DEAE S2,

e para as capturas: 96,7% para clone G10, 93,3% para A4 e 100% para B6, respectivamente.

No Grupo 2, foram observadas as seguintes taxas de positividade: 13,3% para DEAE S2
(4/30) e para os antigenos capturados: 3,3% (1/30) para G10, 10% (3/30) para A4 e 6,6%

(2/30) para B6, respectivamente. No Grupo 3, nenhuma amostra foi positiva para DEAE S2

e para o antigeno capturado pelo clone B6 e 3,3% (1/30) para antigenos referenes aos clones

G10 e A4.
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Figura 19 - Deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestédeos de 7. solium em amostras de soros de pacientes
com NC (GI1; n = 30), outras parasitoses (G2; n = 30) e individuos sauddveis (G3; n = 30) analisadas por
ELISA. A= Amostras testadas utilizando extrato salino total (S) de T. solium e os antigenos capturados pelos
clones G10, A4 e B6. B= Amostras testadas utilizando fracio DEAE S2 e os antigenos capturados pelos clones

G10, A4 e B6. Linha pontilhada indica o indice reatividade (IR); linha continua refere-se & mediana do grupo.
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Para o extrato S e os antigenos capturados a partir deste extrato pelos clones, a
reatividade cruzada de acordo com o teste ELISA no G2 ocorreu para amostras de:
ancilostomideo (2/8), A. lumbricoides (4/8), S. stercoralis (1/8), H. nana (1/8), S. mansoni
(1/8). Nenhuma amostra foi positiva para o antigeno capturado pelo clone G10. Para antigeno
capturado por A4 houve reatividade com amostra de E. vermicularis (1/1) e para B6 as
amostras positivas eram de pacientes com A. lumbricoides (1/2) e S. mansoni (1/2).

Para a fracdo DEAE S2 e os antigenos capturados a partir desta, as amostras com
reatividade cruzada eram de ancilostomideo (1/4), A. lumbricoides (1/4), H. nana (2/4) para a
fracdo DEAE S2, E. vermicularis (1/1) para a captura do clone G10 e E. vermicularis, H.
nana e S. mansoni, uma amostra de cada para o clone A4; para o antigeno capturado pelo
clone B6 as amostras positivas eram de pacientes com Taenia sp (1/2) e S. mansoni (1/2).

As diferencas na positividade foram acompanhadas de diferengas estatisticas
significantes nos niveis de IgG detectados. Com relagcdo aos antigenos capturados a partir do
extrato S foram encontradas diferencas na mediana do IR. No G1 o antigeno capturado pelo
clone G10 se mostrou mais eficiente que o antigeno S (p= 0,0001) e superior aquele do clone
B6 (p=0,0005). No G2 os antigenos capturados pelos clones A4 e B6, se mostraram mais
especificos que o extrato S com valores de p= 0,0027 e 0,0025, respectivamente. Quando se
comparou os antigenos dos clones G10 e A4, este ultimo se mostrou mais eficiente (0,0004).

Quando se avaliou a fracio DEAE S2 e os antigenos capturados a partir dela
diferencas significativas s6 foram encontradas entre antigenos do clone G10 e B6 (p=0,0008).

A Figura 20 mostra as curvas ROC com a selecao de cut-off por TG-ROC, valores de
sensibilidade e especificidade, além de AUC e LR. De acordo com o critério de corte
estabelecido por TG-ROC para o S e para as fracOes capturadas a partir deste extrato, a
especificidade foi de 83,3% para S e para as fracdes capturadas por G10, A4 e B6,
respectivamente: 97%, 98,3% e 95%.

Analisando a curva ROC (Figura 20 C), a fracdo capturada pelo clone A4 se
demonstrou a mais eficiente na discriminacdo entre pacientes com NC e grupos controle (G2
e G3). O desempenho do teste, indicado pela drea sob a curva (AUC), para esta fracdo quase
atingiu o valor maximo (1,00) de eficiéncia, detendo valor igual a 0,998. O calculo da

likelihood ratio (LR) conferiu a esta frac@o alto valor diagndstico com valor de 60,0.
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Figura 20 - Curva ROC indicando o ponto 6timo da reagdo (cut-off), sensibilidade (Se), especificidade (Es),
drea sob a curva (drea under curve; AUC) e razdo de probabilidade (likelihood ratio; LR) para extrato salino
total (S) (A) e os antigenos capturados a partir dele pelos clones G10 (B), A4 (C) e B6 (D) na detec¢do de IgG

em amostras de soro.

A Figura 21 mostra as curvas ROC com a selecdo de cut-off por TG-ROC, valores de
sensibilidade e especificidade, além de AUC e LR. De acordo com o critério de corte
estabelecido por TG-ROC para a fracio DEAE S2 e antigenos capturados a partir dela, a
sensibilidade foi de 93,3% para S e para as fragdes capturadas por G10, A4 e B6,
respectivamente: 96,7%, 93,3% e 96,7%.

Analisando a curva ROC (Figura 21 D), a fracdo capturada pelo clone B6 se
demonstrou a mais eficiente na discriminag@o entre pacientes com NC e grupos controle (G2
e G3). O desempenho do teste, indicado pela drea sob a curva (AUC), para esta fracdo quase

atingiu o valor maximo (1,00) de eficiéncia, detendo valor igual a 0,998. O da

calculo

likelihood ratio (LR) conferiu a esta frac@o alto valor diagndstico com valor de 30,0.
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Figura 21 - Curva ROC indicando o ponto 6timo da reacdo (cut-off), sensibilidade (Se), especificidade (Es),
drea sob a curva (drea under curve; AUC) e razdo de probabilidade (likelihood ratio; LR) para a fracio DEAE

S2 (A) e os antigenos capturados a partir dele pelos clones G10 (B), A4 (C) e B6 (D) na deteccdo de IgG em
amostras de soro.

A Figura 22 mostra o padrao de reconhecimento de bandas por western blotting obtido
quando se utilizou as fragdes capturadas a partir do extrato salino total na deteccao de IgG em
pool de amostras de soro de pacientes com NC. O pool de amostras de individuos saudaveis
ndo reagiu com nenhuma fracdo. De acordo com os dados da espectrometria de massas a
banda correspondente a marcacdo apresentada por todos os clones se refere a proteina
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (peso molecular tedrico de 54kDa).

A Figura 23 mostra o padrao de reconhecimento de bandas os antigenos capturados a
partir da fracdo DEAE S2 pelos 3 clones selecionados, A4, B6 e G10. Novamente podemos
observar a marcacdo da banda correspondente a fosfoenolpiruvato carboxiquinase, outra
banda com aproximadamente 100 kDa, reconhecida pelos clones A4 e G10, foi reconhecida

ainda outra banda com aproximadamente 120 kDa (A4 e G10) . Como nio foi realizada a
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espectrometria de massas para estas fragcdes ndo podemos dizer ao certo a que proteinas se
referem estas bandas.
Observa-se dois padrdes de reconhecimento um para as fragdes capturadas a partir do

extrato S e outro para aquelas referentes a DEAE S2.

:

Figura 22 - Western Blotting utilizando pool de amostras de soro de pacientes com NC frente as fra¢Ges
antigénicas capturadas a partir do extrato salino total das formas metacestddeas de 7. solium (S) analisadas pelo
programa Image J. Foram utilizados os clones A4, B6 e G10.

al

Figura 23 - Western Blotting utilizando pool de amostras de soro de pacientes com NC frente as fra¢Ges
antigénicas capturadas a partir da fracgio DEAE S2, analisadas pelo programa Image J. Foram utilizados os
clones A4, B6 e G10.

P A4 G10

240 S
140 b

100

70
50

33

25
20

PM G10



68

5 - DISCUSSAO

Os anticorpos representam uma ferramenta efetiva tanto em estratégias terapéuticas
como diagndsticas para varias doengas. Fragmentos de anticorpos recombinantes, tais como
moléculas scFvs, vém se tornando uma alternativa ao uso de anticorpos monoclonais
completos, uma vez que sao menores, possuem algumas particularidades que s@o vantajosas
em certas aplicagdes clinicas, como por exemplo a grande variabilidade, sua producao € mais
econOmica e sdo mais facilmente manipulados (WEISSER; HALL, 2009).

Diversos fragmentos de anticorpos tém sido desenvolvidos por meio da tecnologia de
Phage display visando diferentes objetivos, contudo, ndo foi encontrada na literatura nenhuma
referéncia ao uso de fragmentos de anticorpos scFv para selecdo de antigenos verdadeiros
relativos a peptideos expostos em fagos, nem da utilizac@o destes anticorpos para captura de
novos antigenos com aplicac¢do no diagndstico da NC.

A selecdo de anticorpos scFv que reconhecam os peptideos expressos em fagos ndo é
uma tarefa convencional. A estratégia utilizada neste trabalho foi selecionar anticorpos scFv
que reconhecessem os peptideos expostos em fagos, NC,2 e NC41, previamente selecionados
por Ribeiro, 2009, e o extrato salino total (S) para identificar o antigeno verdadeiro utilizando
as moléculas scFv selecionadas.

Neste estudo optamos por realizar apenas dois ciclos de selecdo, a literatura
recomenda a realizagdo de mais de um ciclo de sele¢do para que haja enriquecimento de um
ligante especifico além da selecdo de fagos ndo cognatos devido ao fato de as células
hospedeiras infectadas e sua prog€nie produzirem apenas 10*-10° moléculas de fagos
(SERGEEVA et al., 2006). Geralmente, a razdo entre ligantes especificos e nio especificos
ap6s um ciclo de selecdo, é inicialmente, de duas ou trés ordens de magnitude e € superada
por ciclos de sele¢ao sequenciais.

A fim de comprovar se os anticorpos scFv selecionados apds dois ciclos de selecio
reconheciam os peptideos e ndo o fago, foram realizados ensaios imunoenzimaticos utilizando
o fago selvagem, para verificar a especificidade dos anticorpos selecionados. Os resultados
mostraram que os anticorpos selecionados reconheceram especificamente o peptideo e nao
proteinas do capsideo do fago.

Foi demonstrado por Shanmugam et al., (2011) que mimotopos selecionados a partir
de bibliotecas de peptideos expostos em fagos podem ser sintetizados e utilizados como alvos
na selecdo de anticorpos scFv utilizando bibliotecas de anticorpos expostos em fagos na

obtencdo de anticorpos altamente sensiveis e reativos a seus alvos. E importante enfatizar que
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para ndo ter que realizar a sintese de peptideos e perder a verdadeira identidade e reatividade
dos mimetopos, devido a uma provdvel conformacdo com parte da proteina plll do fago,
optamos pela selecdo direta contra os fagos recombinantes e neste caso realizamos uma
subtragdo preliminar contra o fago selvagem. Nossos resultados demonstram que obtivemos
sucesso nas selecdes diretas contra nossos fagos recombinantes com alta eficiéncia.

Os dados da imunofluorescéncia demonstraram a funcionalidade dos anticorpos
selecionados, uma vez que os mesmos foram capazes de se ligar aos seus respectivos alvos.
Esta funcionalidade permitiu identificar a imunolocaliza¢do do antigeno alvo de cada clone de
anticorpo na forma metacestddea de 7. solium, demonstrando que reconhecem alvos
diferentes, como detectado nas diferentes marcacdes de antigenos desta forma parasitdria.

Na imunofluorescéncia quando se utilizou o clone B6 observou-se um padrio de
marcacdo no tegumento. Nesta regido existem células que secretam ativamente proteinas e
outros componentes que posteriormente sdo transportados até o tegumento. Foram descritas a
secrecdo de proteinas do citoesqueleto como miosina tipo II e actina (WILLMS, VARGAS-
PARADA, LACLETE, 2006). O perfil de marcacao reflete a localizacdo do alvo para este
anticorpo, como revelado pela espectrometria de massas onde a proteina mais abundante era
justamente a actina. As diferentes seqiiéncias de aminodcidos dos anticorpos podem estar
relacionadas aos diferentes padroes de reatividade dos mesmos.

A falta de reatividade dos clones de anticorpos selecionados no teste WB utilizando o
antigeno total levam a hipétese de que estes reconhecem epitopos conformacionais. Todos os
anticorpos reagiram com epitopos nativos, alguns destes expressos no tegumento do
cisticerco, como demonstrado pela imunofluorescéncia.

Apo6s a verificacdo da funcionaldade dos clones e descoberta de seus antigenos
verdadeiros, resolvemos aplicar estes fragmentos de anticorpos na captura de novos antigenos
para aplicacdo no sorodiagnéstico. Partindo do pressuposto de que o elevado valor
diagndstico obtido em testes imunoldgicos utilizando fracdes antigé€nicas purificadas é fator
preponderante na busca de antigenos para intensificarem as reagdes verdadeiramente positivas
e minimizarem as reagdes cruzadas, foi realizado um processo de fracionamento do antigeno
total, seguido de testes com as fracdes obtidas para escolha daquela com melhores parametros
diagndsticos para posterior aplicacao na captura de novos antigenos.

Considerando que a limitacdo da sorologia € a reatividade cruzada quando se utiliza
extratos antigénicos totais, que sdo constituidos por diversos compostos protéicos
compartilhados entre varios parasitas, foi realizado o passo de fracionamento em resina de

troca i0nica para se obter um antigeno mais especifico.
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A cromatografia de troca i0nica, técnica baseada no intercambio de fons entre a resina
e o analito, foi utilizada na purificacdo parcial de tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma
cruzi (HOLSCHER et al., 2003) e na purificacdo de tubulinas do nematédeo Trichinella
spiralis (GONZALEZ; GONZALEZ; CAABEIRO, 1998). Todos os estudos acima utilizaram
a resina dietilaminoetil celulose (DEAE). Os bons resultados obtidos com a fragdo DEAE S2
(que interagiu com os grupamentos cationicos da resina) neste trabalho, com sensibilidade
(90%), especificidade (93,3%) e AUC (0,981) revelaram o potencial desta fracdo para
aplicacdo nos testes de captura.

Com base em argumentos de que altos niveis de purificagdo de antigenos podem estar
relacionados com aumento da especificidade quando estes sdo aplicados em testes
diagnésticos (CHENTHAMARAKSHA; VADIVELU; PUTHUCHEARY, 2001), realizamos
o fracionamento do antigeno total em resina de troca idnica e a melhor fragdo foi utilizada
num segundo passo de fracionamento com a utilizagdo dos anticorpos scFv. Apds os testes
realizados com as fracOes para deteccdo de IgG em amostras de soro, foi observado que os
melhores resultados foram obtidos quando se utilizou as fra¢des capturadas a partir do extrato
salino total. Estes dados podem refletir a estratégia de selecdo dos clones de anticorpos, que
utilizou o extrato total ou antigenos relacionados a ele, uma vez que os peptideos expostos em
fagos utilizados como alvo de selecdo sdo mimetopos deste extrato. Os altissimos parametros
diagndsticos no teste ELISA alcancados pelos antigenos capturados pelo clone A4 a partir do
extrato total podem estar relacionados ao fato de este clone ter sido obtido através da selecdo
da biblioteca de anticorpos contra o préprio extrato total.

As andlises das curvas ROC e TG-ROC levaram a obten¢do do ponto 6timo de cut-off
para cada fracdo antigénica capturada. As informacdes obtidas pelo teste ELISA mostraram
um padrao diferencial na detec¢ao de IgG para cada fracdo. A fragdo capturada pelo clone A4
a partir do extrato salino total exibiu aumento de sensibilidade e especificidade além dos
maiores valores de AUC e LR. De acordo com Jaeschke; Guyatt; Sacket (1994), valores de
likelihood ratio (LR) maiores quelO, praticamente confirmam o diagndstico, o valor obtido
pela fracdo capturada por A4 teve valor de LR igual a 60, demonstrando altissimo
desempenho para a detec¢do de IgG em pacientes com NC.

Nos testes ELISA, resultados falso-negativos observados nos pacientes do Grupo 1
podem ser associados a possiveis calcificagdes intra-parenquimatosas no SNC ou mecanismos
de evasdo da resposta imune do hospedeiro, uma vez que intera¢des parasito-hospedeiro sao
de natureza complexa em func@o de antigenos parasitarios em diferentes estagios evolutivos,

variagdes genéticas individuais de cada paciente, nimero de cisticercos e suas diferentes
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localizagdes. Todas estas variacdes podem contribuir para a diminuicdo da sensibilidade no
diagnéstico da NC (MACHADO et al., 1996).

Além disso, os resultados falso-negativos podem também estar associados a casos
assintomdticos da doenca, uma vez que andlises de protocolos de necropsias revelam
pacientes com inUimeras calcificacdes e que, no entanto nunca relataram sintomas
caracteristicos para NC (REY, 2001). Zini; Farrel; Wadee, (1990) sugeriram ainda que
resultados falso-negativos podem ocorrer em casos onde a doenca parenquimal estd presente,
sugerindo tolerancia imunoldgica ao parasito ou uma baixa produgdo de anticorpos.

A positividade observada entre algumas amostras de soro de pacientes com outras
parasitoses (Grupo 2), possivelmente ocorreu devido a reagdes cruzadas devido a exposi¢ao
antigénica ou infec¢des passadas, conforme demonstrado por varios autores (ZINI; FARREL;
WADEE, 1990; GARCIA et al., 1998; GARCIA et al., 2003a; ISHIDA et al., 2003; PARIJA,
et al., 2004).

Quando se avaliou o WB utilizando as fra¢des capturadas na deteccao de IgG em pool
de amostras de soro de pacientes com NC, detectamos diferengas minimas no perfil de
proteinas reconhecidas pelos clones, foram observados dois perfis de reatividade, um
referente as fragOes obtidas a partir da captura do antigeno total e outro referente aquela
realizada na fracdo DEAE S2.

O fato de as fragOes capturadas a partir do extrato salino total terem apresentado
maiores parametros diagnésticos (sensibilidade, especificidade, AUC e LR) pode estar
relacionado a expressao da banda com uma faixa entre 50 a 70 kDa (mais precisamente
54kDa) uma vez que a proteina GP 50 esta associada com o diagnéstico da cisticercose € tem
sido utilizada nos dltimos 15 anos nesta area (HANCOCK et al., 2004; FERRER et al., 2007).
Embora as fracdes capturadas a partir da DEAE S2 tenham reconhecido a mesma banda os
parametros diagnésticos alcangados foram menores, talvez este fato esteja relacionado ao
reconhecimento de bandas com peso molecular acima de 70 kDa, muito relacionadas a
ocorréncia de reatividade cruzada no diagnéstico da NC.

Neste estudo, para o Grupo I houve reconhecimento das bandas: 35, 54, 100 e 120
kDa, algumas mantendo o reconhecimento de importantes marcadores da NC humana, como
as bandas de 50 a 70 kDa, que sdo muito impotantes no diagndstico da NC, mostrando altos
niveis de sensibilidade e especificidade (HANCOCK et al. 2004; BUENO et al. 2005).

Os antigenos das formas metacestddeas sdo misturas complexas de macromoléculas,
com vdrios epitopos capazes de estimular anticorpos. A complexidade do antigeno total

utilizado na captura de antigenos pode ser o fator responsdvel pela diferenca entre o alvo para
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cada clone detectado pela espectrometria de massas e o perfil de bandas observado do WB
utilizando amostras de soro. As IgGs sdo reconhecidas corretamente, embora seus epitopos
sejam diferentes conforme demonstrado pelos dados espectrometria de massas e e ensaios de
imunofluorescéncia.

Comparado aos resultados de outros autores utilizando antigenos sintéticos ou
recombinantes, as fragdes capturadas pelos clones de anticorpos selecionados neste estudo
alcancaram valores de sensibilidade e especificidade similares ou superiores. Atencao especial
deve ser dada a andlise estatistica completa que revelou os altissimos parametros diagndsticos
alcancados pelas fragdes capturadas pelos clones de anticorpos, principalmente quando se
considera as fracdes obtidas a partir do extrato salino total.

O estudo de Handali et al. (2009) encontrou sensibilidade e especificidade de 97% e
99,4%, respectivamente. Lee et al. (2011), utilizando os antigenos sintéticos ou
recombinantes: T24H QuickELISA™, GP50 QuickELISA™, e Tsl8varl QuickELISA™
encontraram os seguintes valores de sensibilidade e especificidade: 96,3% e 99,2%; 93,5% e
98,6% e; 89,8% e 96,4%, respectivamente. Outro estudo realizado por Carod et al., (2012)
avaliou 5 kits para ELISA comerciais para deteccao de anticorpos contra Taenia solium em
soro humano para diagndstico da NC: DRG™, RIDASCREEN™, NOVATECH™,
CYPRESS™, and IVD™, e verificou para todos os testes sensibilidades abaixo de 72% e
especificidade acima de 60%.

Assim, fragmentos de anticorpos scFv especificos a antigenos de 7. solium foram
selecionados com sucesso, pela primeira vez, e se mostraram um ferramenta poderosa para o
isolamento de antigenos relevantes, mais especificamente epitopos com grande potencial

diagnéstico.
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6 — CONCLUSOES

Esta € a primeira demonstracio de anticorpos scFv selecionados contra fagos
recombinantes reativos contra soros positivos para NC e contra fragdes da forma
metacestodea de 7. solium por Phage display. O sucesso das selecdes que resultaram em trés
fragmentos de anticorpos recobinantes contra peptideos especificos foi demonstrado pelas
altas sensibilidades e espeficidades encontradas para os antigenos verdadeiros capturados
pelos mesmos e comprovados por diversos imunoensaios.

A tecnologia de exposi¢do de anticorpos em fagos filamentosos selecionados por
Phage Display é sem duvidas uma técnica de alto potencial para o estudo de interacdes
antigeno-anticopo e para a descoberta de novos alvos diagndsticos e terapéuticos. Nossos
resultados poderao permitir em futuro proximo uma melhor elucidacdo da biologia da

interacdo na NC, além de possuir aplica¢do imediata no diagndstico desta doenca.
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