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RESUMO
A cisticercose humana é uma parasitose causada pela infecgdo por metacestodeos de Taenia
solium. O quadro mais grave é o acometimento do sistema nervoso central, causando
neurocisticercose. Apesar das tentativas de erradicacdo da doenga, a cisticercose continua
sendo um grave problema de salde publica, e o desenvolvimento de uma vacina pode ser uma
alternativa para o seu controle. O objetivo desse estudo foi testar o mimotopo Cc48 de T.
solium no controle da cisticercose murina experimental. O peptideo Cc48 foi testado expresso
em bacteriéfagos M13 (mCc48) e como peptideo sintético (sCc48). Foram utilizados 160
camundongos BALB/c divididos em quatro grupos: G1 (n = 40), camundongos imunizados
com mCc48; G2 (n = 40), imunizados com peptideo sCc48; G3 (n = 40) inoculados com
salina e G4 (n = 40) inoculados com salina. Apos a imunizagéo, os camundongos dos grupos
G1, G2 e G3 foram desafiados com metacestodeos de Taenia crassiceps, e G4 ndo recebeu
metacestddeos por ser o controle negativo do experimento. Os animais foram sacrificados em
quatro pontos: 15, 30, 45 e 60 dias apos infeccdo (dpi), para recolher amostras de sangue e
realizar da contagem de metacestodeos. A contagem de metacestddeos foi usada para
determinar a protecdo conseguida pela imunizacdo. Amostras de soro obtidas a partir do
sangue coletado foram testadas por ELISA para verificar a producéo de anticorpos (IgM, IgG,
IgA e IgE), testar a avidez de 1gG e quantificar citocinas (IL-4, INF-gama). Contagens totais e
diferenciais de leucocitos foram realizadas com amostras de sangue. Foi realizado o teste de
imunofluorescéncia indireta com os soros dos camundongos, contra metacestédeos de T.
crassiceps e T. solium. Em relacdo a contagem de metacestddeos, apenas a imunizagdo com
sCc48 diminuiu 0 numero de metacestddeos e de animais infectados, induzindo 90% de
protecdo e eficacia de 98% no ponto 60 dpi. O G1 apresentou uma alta producédo de IgM e
IgG, e teve deteccdo de IgE, enquanto no G2 o principal anticorpo detectado foi 19gG. 1gG dos
animais do G2 apresentou alta avidez. Houve um aumento significante na contagem de
leucdcitos no G1. Detectou-se IL-4 em todos 0s grupos, e alguns animais dos grupos G1, G2 e
G3 apresentaram IFN-gama. Pela imunofluorescéncia verificou-se a reatividade cruzada dos
anticorpos produzidos com as espécies testadas. A capacidade do peptideo sintético sCc48

para induzir protecdo o torna um potencial composto contra cisticercose.

Palavras-chave: cisticercose experimental, peptideo Cc48, imunizacdo, protecao.



EVALUATION OF PEPTIDES IN THE CONTROL OF EXPERIMENTAL
CYSTICERCOSIS.
ABSTRACT

Human cysticercosis is caused by installation of metacestodes of Taenia solium. The most
serious condition is the infection of the central nervous system, which leads to
neurocysticercosis. Despite attempts to eradicate the disease, cysticercosis remains a serious
public health issue, and the development of a vaccine may be an alternative to control the
disease. The aim of this study was to test the feasibility of mimotope Cc48 from T. solium to
control of experimental murine cysticercosis. Peptide Cc48 was tested as expressed in
bacteriophage M13 (mCc48) and as a synthetic peptide (sCc48). A total of 160 BALB/c mice
were used, being divided into four groups: G1 (n = 40): mice immunized with mCc48, G2 (n
= 40): immunized with peptide Cc48, G3 (n = 40) and G4 (n = 40): inoculated with saline.
After immunization, mice from groups G1, G2 and G3 were challenged with Taenia
crassiceps metacestodes, while those in group G4 did not received cysticercus for being the
negative control of the experiment. The animals were sacrificed at four points: 15, 30, 45 and
60 days after infection (dai), to collect blood samples and perform cysticerci count. The count
of cysticerci was used to analyze the protection achieved by immunization. Serum samples
were obtained from collected blood and were tested by ELISA to verify the production of
antibodies (IgM, 1gG, IgA, and IgE), test IgG avidity and quantify cytokines (IL-4, INF-
gamma). Total and differential leukocyte counts were performed in blood samples. Indirect
immunofluorescence tests were done with sera from mice against cysticerci of T. crassiceps
and T. solium. Immunization with sCc48 decreased the number of cysticerci and infected
animals, inducing 90% of protection and efficacy of 98% in point 60 dai. G1 had higher IgM
and 1gG production and presence of IgE, while in G2 1gG was the main antibody detected. G1
presented significant increase in leukocytes production. IL-4 production was detected in all
groups, and some animals in groups G1, G2 and G3 presented IFN-gamma. Cross-reactivity
of antibodies produced with both tested species was observed through immunofluorescence.
The ability of synthetic peptide sCc48 to induce protection makes it a potential compound

against cysticercosis.

Key words: experimental cysticercosis, peptide Cc48, immunization, protection.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cisticercose

1.1.1. Parasito

Devido suas caracteristicas, a espécie Taenia solium, pertence a familia Taeniidae;
ordem Cyclophyllidea, caracterizada por parasitos encontrados no intestino delgado, com
escOlex possuindo quatro ventosas com ou sem rostro; classe Cestodea ou Cestoda, devido
a presenca de Orgdo de fixacdo na porcdo anterior, 0 escoOlex, também por apresentar o
corpo segmentado em proglotes e oncosfera ou embrido hexacanto; e filo Platyhelminthes,
por ter simetria bilateral, corpo achatado dorso-ventralmente e ser hermafrodita. T. solium
apresenta trés estagios no seu desenvolvimento: adulto, ovo e metacestodeo (REY, 2001).
O parasito adulto habita exclusivamente o intestino delgado humano. Esta forma evolutiva
é¢ um verme comprido e achatado que mede aproximadamente dois a quatro metros
(GARCIA; DEL BRUTTO, 2005) e é constituido de um grande nimero de proglétes e este
numero varia de 800 a 900 por parasito, que juntas constituem o estrobilo. As proglotes
apresentam diferentes estagios de desenvolvimento: jovens, maduras e gravidas (REY,
2001; GARCIA et al., 2002). As ultimas proglotes séo liberadas juntamente com as fezes,
sendo que cada uma destas proglétes contém aproximadamente 50.000 ovos (FLISSER;
RODRIGUEZ-CANUL; WILLINGHAM 111, 2006). Os ovos sdo bastante resistentes,
podendo permanecer viaveis por mais de oito meses sob condi¢des ambientais adequadas
(locais quentes e Gmidos), aumentando assim a possibilidade de transmissdo (PESSOA;
MARTINS, 1982), e no estdmago ou intestino delgado do animal, eles se rompem,
liberando o embrido hexacanto, também conhecido como oncosfera. O embrido hexacanto
desenvolvendo-se na forma metacestodea (HAWK et al., 2005; FLISSER; RODRIGUEZ-
CANUL; WILLINGHAM 11, 2006), que consiste de uma vesicula translicida, medindo
aproximadamente 1 a 3 cm de comprimento por 7 a 8 mm de largura, repleta de fluido ou
liquido vesicular esbranquicado e com um escolex invaginado (ALARCON, 2006;
FLISSER; RODRIGUEZ-CANUL; WILLINGHAM l11, 2006).

T. solium é um parasito zoonético, tendo o suino como hospedeiro intermediario

(HI) primario, que ao ingerir ovos ou progldtes gravidas liberadas junto com as fezes
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humanas desenvolvem a forma metacestddea. Os ovos se rompem no estbmago ou
intestino delgado liberando o embrido hexacanto ou oncosfera, este penetra a parede do
intestino delgado e através dos vasos sanguineos alcanga 0os musculos somaticos, olhos e
sistema nervoso central (SNC) do suino causando cisticercose (HAWK et al., 2005;
FLISSER; RODRIGUEZ-CANUL). O ser humano €é o Gnico hospedeiro definitivo (HD)
natural albergando o parasito adulto, ao ingerir metacestodeos vidveis presentes na carne
suina, este alcanca o intestino delgado, onde ocorre a evaginacao do escélex e sua adeséo a
mucosa intestinal e o desenvolvimento do estrobilo a partir da regido do pescoco ou colo,
configurando a instalacdo da forma adulta no intestino delgado, e em trés a quatro meses, 0
parasito alcanca maturidade, resultando na teniase, com liberacéo de ovos e proglotes junto
com as fezes. O ser humano pode se converter em HI acidental desenvolvendo a forma
metacestddea, causando a cisticercose humana, através da ingestdo de ovos do parasito
(PAWLOWSKI; ALLAN; SARTI, 2005; YAQOOB et al., 2009; BRUNETTI; WHITE JR,
2012).

Apesar de a contaminacdo da cisticercose ter sido atribuido principalmente a
heteroinfeccdo através da ingestdo de agua e alimentos contaminados com ovos, estudos
epidemiologicos sugerem que a via mais comum ¢é através da via fecal-oral devido a
presenca de um portador assintomatico de teniase (GARCIA; DEL BRUTTO, 2005;
ALARCON, 2006). Alternativamente, aqueles individuos com a forma adulta do parasito
podem se autoinfectar devido uma reversao no peristaltismo, assim os ovos ou proglétes
regurgitados no estdmago sdo estimulados a liberar o embrido hexacanto e inicia-se o ciclo
semelhante ao que ocorre no suino (HAWK et al., 2005).

A localizacdo dos metacestodeos no ser humano compromete principalmente tecido
subcutaneo, musculo esquelético, coracdo, pulmao, 0sso, cordao espinhal, a cavidade oral e
SNC (SOBNACH et al., 2009). A infeccdo do SNC com formas metacestodeas de T.
solium é denominada neurocisticercose (NC) e revela-se como a localizacdo mais
importante por sua frequéncia e gravidade (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; ALARCON,
2006; DUA; ANEJA, 2006).

1.1.2. Sintomatologia
A NC ¢ a parasitose mais frequente do SNC (NOGALES-GAETE; ARRIAGADA;
SALINAS, 2006; ABRAHAM et al., 2010), e apresenta diversos processos patologicos
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que diferem devido a localizac&o e viabilidade do cisticerco, e mecanismos de agressao e
resposta imunoldgica do hospedeiro, como sindromes neurolégicas que variam desde a
infeccdo assintomética até a morte repentina (LINO-JUNIOR et al., 2007; SINHA,;
SHARMA, 2009; SINGHI, 2011). Ndo h& manifestacdes patognombdnicas ou tipicas da
sindrome de NC (ALARCON, 2006; TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006;
MOSKOWITZ; MENDELSOHN, 2010).

No cérebro, os metacestddeos localizam-se mais frequentemente nos hemisférios ou
parénquima cerebral e com menos frequéncia nos ganglios basais, cerebelo, tronco
cerebral, ventriculos (preferencialmente no 1V ventriculo), espaco subaracndideo e cordao
medular, estes podem também localizar-se no espago subdural, regido selar, e espaco
subaracndideo extramedular. Os metacestodeos podem ser Unicos ou multiplos, chegando a
centenas (DEL BRUTTO, 2005; ALARCON, 2006; TAKAYANAGUI; ODASHIMA,
2006).

Existem quatro estagios de desenvolvimento dos metacestodeos parenquimatosos:
vesicular, coloidal, granular ou nodular e calcificado. No estagio vesicular, 0s
metacestddeos s@o considerados viaveis e compreendem-se de vesiculas preenchidas de
liguido wvesicular, com escOlex invaginado, e uma vez estabelecido no espaco
intraparenquimatoso, evadem do sistema imunologico utilizando varios mecanismos,
incluindo inibicdo do complemento, liberacdo de citocinas, e mimetismo através de
imunoglobulinas do hospedeiro, causando minimas alteracdes inflamatdrias no tecido
circundante. O processo degenerativo do cisticerco inicia quando o sistema imune do
hospedeiro e a resposta inflamatoria ultrapassam os mecanismos de evasao, resultando na
morte do parasito. No primeiro estagio de degeneracdo, ou coloidal, o liquido vesicular se
torna opaco e denso e 0 escOlex mostra sinais de degeneracdo, rodeado de uma capsula de
colageno grossa e irregular, e o tecido em volta apresenta gliose astrocitica e edema difuso.
Posteriormente, a parede engrossa e 0 escOlex se transforma em granulos mineralisados,
constituindo o estagio granular. No estagio final, ou calcificado, o parasito aparece como
um nddulo mineralisado (SOTELO; GUERRERO; RUBIO, 1985; GARCIA; DEL
BRUTTO, 2005; ALARCON, 2006).

A forma metacestddea pode persistir no hospedeiro humano por longos periodos
sem licitar uma reacdo inflamatoria, permanecendo assintomatico. Em contraste a resposta
inflamatoria ao redor de um ou mais metacestodeos degenerados pode principiar a doencga
sintomatica (CARPI0O, 2002; ALARCON, 2006). Entre os sintomas de pacientes com NC
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0s principais sdo: epilepsia/convulsées, dores de cabeca, déficit focal e sinais de aumento
da presséo intracraniana (CARABIN et al., 2011).

O metacestodeo localizado no parénquima geralmente esta associado com um bom
progndstico. Frequentemente, pacientes com poucos metacestodeos intraparenquimais
permanecem assintomaticos, apesar de alguns pacientes desenvolverem ataques
epilépticos. Por outro lado, pacientes com intensa infec¢do cerebral podem desenvolver
ataques epiléticos incontrolaveis e deficiéncia cognitiva, estes ataques sdo mundialmente
relatados como o sintoma mais comum, ocorrendo em 70 — 90% dos pacientes, sendo a NC
considerada a principal causa de epilepsia tardia em areas endémicas (DEL BRUTTO,
2005; ALARCON, 2006; TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006; PRASAD et al., 2009).

Quando os metacestddeos sdo extraparenquimais, hd uma tendéncia ao crescimento
irregular e desenvolvimento da resposta inflamatoria mais grave. A localizagdo do
metacestddeo no sistema ventricular pode causar, em 10 — 20% dos casos, hipertensao
intracranial aguda secundaria a hidrocefalia. Pode ocorrer ainda, manifestacdo de
hidrocefalia aguda intermitente com dor de cabeca, ataques de vertigem posicional, ou
perda da consciéncia induzidas por movimentos abruptos da cabeca (sindrome de Brun),
ou mesmo morte, devido a presenca de metacestodeo ventricular mével. Metacestédeos no
espaco subaracnoideo podem alcancar varios centimetros de didmetro (metacestodeos
gigantes) causando hipertensdo intracranial com hemiparesia, ataques parciais ou outros
sinais neuroldgicos focais. Estes parasitos podem ainda invadir as cisternas da base,
levando ao desenvolvimento da forma racemosa, causando hipertensdo intracraneal,
meningite cronica, hidrocefalia, aracnoidite e vasculite (MACHADO, 2010). O pior
prognostico da NC esta associado com o acometimento subaracnodideo da base, no qual
vesiculas nas cisternas crescem de maneira desorganizada, infiltram estruturas vizinhas, e
estdo associadas com grave resposta inflamatoria local, com alta concentracdo de proteina
e células no liquido cefalorraquidiano (LCR), causando meningite subaguda, devido a
intensa reacdo inflamatdria gerando o espessamento das leptomeninges da base do cérebro.
O espessamento leptomeningeo pode obstruir a circulacdo do LCR em aproximadamente
50 — 60% dos casos, resultando em hidrocefalia e hipertensdo intracranial progressiva, e
mortalidade em mais de 20% dos pacientes (GARCIA; DEL BRUTTO, 2005; ALARCON,
2006; TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006; SINHA; SHARMA, 2009). A encefalite
secundaria a NC é mais frequente em criangas e mulheres jovens, e se caracteriza por perda

da consciéncia, crises convulsivas, diminuigdo da visdo, cefaleia, vomito e papiledema
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(DEL BRUTTO, 2005). O envolvimento do cordao espinhal é raro, sendo responsavel por
1 — 5% dos casos de NC. Os sinais clinicos podem ser causados diretamente pela
compressdo do corddo espinhal e/ou movimentos do metacestédeo ou, indiretamente,
devido a reacdo inflamatdria, induzindo paralisia progressiva (HAWK et al., 2005;
TAKAYANAGUI, ODASHIMA, 2006).

Aproximadamente 50% dos casos de NC sdo assintométicos ou clinicamente
silenciosos, e o curso da doenca sintomatica e a resposta inflamatdria do hospedeiro sao
altamente variaveis (BUENO, 2012).

1.1.3. Resposta imunologica

Existem poucos estudos que discutem a resposta imune celular na NC, e a maioria
deles apresentam uma imunossupressdo em varios hospedeiros como nos humanos, suinos
e em camundongos experimentalmente infectados, sendo que nos pacientes com NC a
imunossupressao € antigeno especifica (BUENO, 2012; SILVA, TAKAYANAGUI, 2011).

Em pacientes com NC verificou-se aumento de linfocitos T (LT) e B (LB), e de
eosinodfilos tanto no sangue quanto no LCR. Estudos mais especificos, revelaram aumento
de LB, diminuicdo de LT CD8+, porém sem variacbes nas populacdes de LT CD4+
(SILVA, TAKAYANAGUI, 2011)

Acredita-se que o perfil imunoinflamatorio da NC com manifestacGes clinicas esta
relacionado com linfécitos T helper (Th) 1, enquanto que o curso silencioso da doenca
relaciona-se com o perfil Th2 (CHAVARRIA et al., 2003). Visto que o perfil de citocinas
apresenta um aumento nos niveis de IFN-gama, IL-2 e TNF-beta (SILVA,
TAKAYANAGUI, 2011).

Bueno et al. (2004) apresentaram uma predominancia de resposta Thl na
inflamacdo em pacientes com NC e um misto de Thl/Th2 no perfil ndo inflamatorio.
Chavarria et al. (2006) descreveram a resposta imune periférica especifica relacionada com
as diferentes formas da NC, e nos casos assintomaticos houve uma predominancia do perfil
Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) com baixos niveis plasmaticos de todos as subclasses de 1gG, e nos
pacientes sintomaticos houve uma depressao na resposta imune celular com aumento de
todas as subclasses de 1gG, além disso, os autores correlacionaram a gravidade da NC com
0 aumento da celularidade no LCR, caracterizado por niveis aumentados de subclasses de
IgG, IL6/IL5/IL10, proteinas e eosindfilos.
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Na resposta humoral, ha predominancia de imunoglobulinas G (IgG), aumento
menos acentuado de IgE e IgM (REY, 2001) e de IgA (SILVA, TAKAYANAGUI, 2011)
no soro de pacientes. Em estudo desenvolvido por Odashima; Takayanagui; Figueiredo
(2002), observou-se que ha elevacdo de anticorpos especificos das classes 1gG, IgM, IgE e
IgA no LCR, com predominio de IgM no LCR (SILVA, TAKAYANAGUI, 2011).

1.1.4. Diagnostico

Para estabelecer o diagndstico de NC é necessaria uma interpretacdo correta dos
sinais e sintomas clinicos, exames de neuroimagem (NI) e testes imunoldgicos, sempre
considerando a epidemiologia relacionada ao paciente (ALARCON, 2006). Um conjunto
de critérios é utilizado para avaliar objetivamente todos esses dados estabelecendo assim o
grau de certeza do diagnostico da NC em definitiva ou provavel. O diagnostico definitivo
refere-se a demonstracdo do escolex do cisticerco em técnicas de NI, ou quando ha lesdes
sugestivas e teste imunoldgico positivos, ou ainda a somatéria desses as manifestacoes
clinicas sugestivas e dados epidemioldgicos. O diagnostico provavel é estabelecido quando
ndo é possivel a realizacdo de NI, ou ainda a unido dos exames de imagem aos
imunologicos e dados epidemiologicos (DEL BRUTTO et al., 1996). Uma classificacdo
mais recente proposta por Del Brutto (2012), inclui quatro categorias de critérios, da
seguinte forma: 1) critérios absolutos: demonstracéo histoldgica do parasito, lesdes cisticas
com escoOlex nos testes de imagem, e visualizacdo direta do parasito por exame de fundo
ocular; 2) critérios principais: lesdes altamente sugestivas de NC em estudos de NI, soro
positivo no teste de EITB (enzyme-linked immunoelectrotransfer blot), desaparecimento de
lesbes cisticas intracranial apds a terapia, e resolucdo espontanea de lesdes Unicas; 3)
critérios menores: lesdes compativeis com as de NC em estudos de NI, manifestacfes
clinicas sugestivas de NC, LCR positivo no teste de ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), e cisticercose fora do SNC; e 4) critérios epidemioldgicos: evidéncia de contato
com familiar portadores de teniase, individuos que proveniente ou vivem em area
endémica de cisticercose, histérico de viagem frequente as areas endémicas. A
interpretacdo destes critérios permite dois graus de certeza diagnostica: 1) diagnostico
definitivo, nos pacientes que tém um critério absoluto ou naqueles que tém dois critérios
principais mais um critério menor e um epidemioldgico; e 2) diagndstico provavel, nos

pacientes que tém um critério principal mais dois critérios menores, ou um critério
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principal mais um critério menor e um epidemioldgico, ou com trés critérios menores mais
um critério epidemioldgico. Devido & maior complexidade da Ultima classificagdo, muitos
pesquisadores continuam adotando a classificacdo de Del Brutto et al. de 1996 para definir
o diagndstico da NC.

A confirmacdo patologica por bidpsia ou autdpsia € o Unico padrdo ouro no
diagndstico da NC, porém apresenta limitacbes. O diagndstico definitivo pode ser
estabelecido quando o escélex é visualizado nos métodos diagnostico de NI: tomografia
computadorizada (TC) e ressonancia magnética (RM) (ALARCON, 2006; HUSAIN et al.,
2007). Com excecgdo das lesbes nas quais é possivel identificar o escolex, a maioria dos
outros achados ndo é especifica e podem ser encontradas em outros tipos de infeccdo do
SNC. Quando ndo se observa o escllex nos estudos de imagem, devem-se considerar
varias condi¢bes de diagnostico diferencial, como tuberculomas, toxoplasmose,
histoplasmose, sarcoidose e neoplasias intracraniais (PRETELL et al., 2005; ALARCON,
2006).

Os métodos de imunodiagnostico mais utilizados na NC sdo ELISA e Western

Blotting (WB), que podem ser realizados utilizando amostras de soro ou LCR (COSTA et
al., 1982; COSTA, 1986; TSANG; BRAND; BOYER, 1989; DORNY et al., 2003;
PARIJA et al., 2004; ALARCON, 2006; DECKERS; DORNY, 2010).
A maioria dos laboratorios de diagnostico de NC utiliza EITB com antigenos
glicoproteicos (GPs) purificados para deteccdo de anticorpos, demonstrando 98% de
sensibilidade e 100% de especificidade (TSANG; BRAND; BOYER, 1989; PARIJA et al.,
2004; GARCIA; DEL BRUTTO, 2005; ALARCON, 2006) e este método ¢ aceito pela
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) como o método imunolégico de escolha
(FERRER et al., 2007). Porém, em pacientes com um Unico metacestodeo cerebral a
sensibilidade é de 25% — 30%, e o resultado pode ser negativo na NC calcificada, além de
ter reacdo cruzada em pacientes com teniase ou cisticercose extracerebral (DEL BRUTTO,
2005; GARCIA; DEL BRUTTO, 2005; ALARCON, 2006). O uso de GPs purificadas é
limitado devido a tecnologia necessaria para o ensaio, alto custo e complexidade do
processo de purificacdo (SILVA et al.,, 2006). Em paises em desenvolvimento o teste
ELISA é preferido, devido maior viabilidade, simplicidade de execucdo e baixo custo,
comparado ao WB (DORNY et al., 2003), porém pode apresentar resultados falso
positivos e falso negativos (ALARCON, 2006).
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A baixa reprodutibilidade combinada com a frequente indisponibilidade de material
do parasito tem estimulado o desenvolvimento e uso de antigenos recombinantes como a
proteina de 14 kDa (TS14), as moléculas recombinantes Ts8B1, Ts8B2 e Ts8B3, o
antigeno recombinante de T. solium de 10 kDa e as proteinas TSOL18 e TSOL45 (SILVA
et al., 2006; FLISSER et al.,, 2004; FERRER et al., 2007; LIGHTOWLERS, 2006;
MANDAL et al., 2008). Os principais polipeptideos recombinantes estudados para
utilizagdo pelo WB e ELISA séo os de 10, 7 — 10 e 14kDa (DORNY et al., 2003).

Como a deteccdo de anticorpos pode indicar exposi¢Oes e ndo necessariamente a
infeccdo, pois os anticorpos podem persistir por longos anos depois de eliminagdo do
parasito, sua deteccdo pode resultar em falsa positividade e terapia desnecessaria. Ensaios
utilizando anticorpos monoclonais para detec¢do de antigenos tém sido desenvolvidos,
sendo que a deteccdo de antigeno indica infecgOes recentes, e pode ser uma ferramenta
sorolégica no monitoramento da terapia (PARDINI et al., 2001; DORNY et al., 2003;
PARIJA et al., 2004). Um exemplo disso é o HP10 Ag-ELISA, pois o antigeno HP10
secretado pelo metacestodeo ¢ uma método altamente sensivel para o diagnéstico de
parasitos vesiculares localizados nos espacos ventriculares ou subaracnoide da base do
cérebro, além disso é uma ferramenta util no acompanhamentos dos pacientes (FLEURY et
al., 2013). O uso do Dot ELISA e ELISA padrdo para deteccdo de antigeno no LCR
demonstraram 59% e 77% de positividade, respectivamente. Outro método de ELISA
baseado no anticorpo monoclonal desenhado para detectar a presenca de antigenos
excretdrios/secretorios mostrou 86% de sensibilidade na deteccdo destes antigenos no LCR
(PARIJA et al., 2004). Abraham et al. (2010) estudaram a deteccéo de antigenos de Taenia
em LCR e apontam algumas contribuices desse tipo de estudo, como, o diagndstico
etiologico das fases transitorias da NC sem imagem caracteristica. Além disso, o
diagnodstico da forma racemosa pode alcancar alta sensibilidade e especificidade somente
com a andlise do LCR (MACHADO, 2010).

Em muitos paises é dificil obter suinos infectados com T. solium para preparacéo de
antigenos, assim muitas pesquisas buscam fontes alternativas de antigenos para o
imunodiagnostico da NC (ARRUDA et al, 2005) como o extrato antigénico de
metacestddeos de Taenia crassiceps (LARRALDE et al., 1989; BUENO et al., 2001,
DORNY et al., 2003; ESPINDOLA et al., 2005; SUZUKI et al., 2007) e o antigeno obtido
de metacestodeos de T. saginata (OLIVEIRA et al.,, 2007; OLIVEIRA et al., 2009;
NUNES et al., 2013).
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A utilizacdo de métodos moleculares também € uma realidade. Almeida et al.
(2006) descreveram uma reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction -
PCR) para o diagnostico da NC, na qual foi obtida especificidade de 100% e sensibilidade
de 96,7%.

1.1.5. Tratamento

A respeito do tratamento, apesar de nos ultimos 25 anos ter sido atribuido a
farmacos cisticidas, geralmente associados a corticoides, ndo existe conclusdo definitiva da
eficicia destes tratamentos. O tratamento disponivel para NC pode ser resumido em: 1)
prevencdo e controle sanitario; 2) farmacos cisticidas ou anti-helminticos; 3) corticoides e
outros farmacos imunossupressores; 4) farmacos antiepilépticos; 5) diuréticos para manejar
a hipertensdo intracraniana; e 6) procedimentos cirurgicos (NOGALES-GAETE;
ARRIAGADA; SALINAS, 2006). Os farmacos antiparasitarios utilizados no tratamento da
NC sdo albendazol e praziquantel (GARCIA et al., 2002; ENSENAT et al., 2007). A
decisdo do tratamento deve levar em conta sintomas, localizagdo, nimero, estagio e
tamanho dos cistos (KRAFT, 2007). Porém, ndo ha consenso universal ou guia para o
manejo das diferentes formas da doenca, mas existe uma concordancia no uso de anti-
helminticos para cistos viaveis e de corticoides em pacientes com encefalite (RAMIREZ-
ZAMORA; ALARCON, 2010). O estudo de Abba; Ramaratnam; Ranganathan (2010)
sugere que o tratamento de metacestodeos viaveis com albendazol pode reduzir o nimero
de lesBes, e diminuir crises convulsivas recorrentes em casos de metacestddeos ndo
viaveis. No entanto, muito pacientes assintomaticos para NC podem apresentar sintomas
apds uso de anti-helminticos para controle de parasitos intestinais (RAMOS-ZUNIGA et
al., 2013). Segundo Garcia; Gonzalez; Gilman (2011), o tratamento deve ser
individualizado, e as medidas iniciais devem ser focadas no manejo dos sintomas antes
de considerar alguma terapia antiparasitaria quando apropriadas, e além disso, a
categorizacdo do paciente, novos regimes de drogas anti-helminticas e cirurgias com

minimo de invasdo estdo melhorando o progndstico de pacientes com NC.
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1.1.6. Epidemiologia

O complexo teniase/cisticercose destaca-se como um sério problema econdmico e
de satide publica, particularmente na América do Sul e Central, india, Africa, leste da Asia,
leste Europeu, e outros paises em desenvolvimento, e é estimado que 50 milhGes de
individuos estejam infectados e que 50.000 morram a cada ano. Acredita-se que cerca de
350.000 pessoas encontram-se infectadas na América Latina (TAKAYANAGUI; LEITE,
2001), e, ainda, a NC vem emergindo como um sério problema de salde publica em vérios
paises, como nos Estados Unidos da América (CARPIO, 2002; WILLINGHAM,;
ENGELS, 2006).

A frequéncia da NC varia de 0,2% a 52% mundialmente, e sua associagdo com
epilepsia varia de 0,11% a 1,32% (NDIMUBANZI et al., 2010). O principal fator de risco
para aquisicdo da NC ¢ a presenca de portadores da forma adulta do parasito (FLISSER et
al., 2003), associado com pouca higiene, precarias condi¢des de vida, e acesso de suinos as
fezes humanas (PAL; CARPIO; SANDER, 2000). No estudo de Lescano et al. (2009)
confirmou-se este fato, pois foi observado soroprevaléncia significante para cisticercose
humana ao redor de portadores de teniase, com 21% de soropositividade quando o portador
se encontrava a mais de 50 metros (m), 32% quando o paciente com teniase estava entre 1—
50 m, e 64% quando o portador de teniase e o paciente com NC residiam na mesma casa.

A cisticercose é classificada como uma doenca infecciosa emergente em alguns
paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos da América (EUA) deve-se a imigracdo de
populacdes originarias de areas endémicas, principalmente para o estado da California,
individuos de origem hispanica para 0 estado do Kansas, e no Texas esta presente em
individuos nascidos no Mexico e na América Central, mas também em pacientes
americanos, e outro fator que esta relacionado a esse aumento é a melhora nos exames de
neuroimagem acionando em um melhor diagndstico (DEGIORGIO et al., 2005; DEL LA
GARZA et al., 2005; DANIELS; MOORE, 2006). Na Espanha, esta enfermidade voltou a
surgir devido ao processo imigratorio de habitantes de areas endémicas, principalmente
andinos (GIMENEZ-ROLDAN; DiAZ; ESQUIVEL, 2003).

Na Nigéria, levando em conta o alto nimero de portadores de Taenia spp. (8,6%) e
alta prevaléncia de epilepsia (37 a cada 1000 habitantes), € sabido que a cisticercose
humana esta presente. Antes de 1960, foi observada alta frequéncia de epilepsia no Congo

com a presenca de metacestodeos acima de 3% na populacdo. Em Camardes a prevaléncia
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da cisticercose limita-se entre 0,7 e 2,4%, porém, a soroprevaléncia na Africa chega até
38% em algumas regides (ZOLI et al., 2003).

Na Asia, enquanto que em alguns paises como Japdo e Singapura a doenca
praticamente desapareceu devido ao progresso econdmico, paises mulgumanos chegaram
ao mesmo resultado atraveés de préaticas religiosas, mas ha diversos relatos de pacientes
com cisticercose provenientes de paises como india, China, Indonésia, Tailandia, Coréia,
Taiwan e Nepal, sendo claros indicadores de disseminada prevaléncia da cisticercose nesse
continente. Estudos de soroprevaléncia indicaram altas taxas de exposicdo no Vietnd,
China, Coréia e Indonésia, com valores entre 0,02 — 12,6% (RAJSHEKHAR et al., 2003).

Estudos soroldgicos no Meéxico revelaram taxa de infeccdo de 4,9 — 12,2% para
cisticercose humana (FLISSER et al., 2003) e na éarea rural, a prevaléncia da NC foi de
9,1% determinada por TC (FLEURY et al., 2006). No Peru, a taxa de infec¢do encontrada
nos humanos de variou 5 — 24% (FLISSER et al., 2003; MONTANO et al., 2005). A taxa
de infecgdo na Bolivia atinge 22,6%, no Equador 10,4%, e na Guatemala a cisticercose
humana acomete 10 — 17% da populacdo (FLISSER et al., 2003).

No Brasil, a soroprevaléncia da NC, ndo considerando as comunidades indigenas,
variou de 29,4 — 64%, com uma média de 7,04%. Dividindo-se em regides, a
soroprevaléncia foi maior na regido centro-oeste com media de 23,14% (5,2 — 41,02%),
seguida pela regido norte-nordeste com 4,06% (1,9 — 6,22%) e a regido sul-sudeste com
1,8% (0,68% - 3,2%), e em relacdo a achados clinicos e de necropsia, a frequéncia de NC
variou de 0,03 a 13,4% e de 0,12 a 9%, respectivamente (AGAPEJEV, 2003).

Em Uberlandia, Minas Gerais, Costa-Cruz et al. (1995) investigaram a frequéncia
de cisticercose humana através de 3.937 ocorréncias de necropsias, no periodo de 1971 a
1993, no servico de anatomia patoldgica do Hospital de Clinicas da Fundacdo de
Assisténcia, Estudo e Pesquisa de Uberlandia. A analise de 2.862 registros de laudos que
estavam completos e com idade acima de um ano revelou 39 casos (1,4%) de cisticercose.
Destes, 82,1% dos casos eram do Estado de Minas Gerais, 15,4% de Goias e um caso
(2,5%) ndo foi possivel identificacdo. Dos 39 casos 35 (89,7%) apresentaram
comprometimento do SNC.

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

No Brasil, a cisticercose relacionada a epilepsia foi encontrada em Florianépolis,
SC (19,2%), Chapecd, SC (24%), Recife, PE (8,8%) e Mulungu do Morro, BA (15,3%). A
doenca foi encontrada em 3,3% das autdpsias realizadas em Uberaba, MG e em 1,6% das
realizadas no Servigo de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (TREVISOL-BITTENCOURT; SILVA; FIGUEREDO, 1998; LINO-
JUNIOR; REIS; TEIXEIRA, 1999; VALENCA; VALENCA, 2000; GOMES et al., 2002;
FACANHA, 2006).

Entre os pacientes com sintoma de epilepsia, 85% vivem em regifes tropicais, € 0
desenvolvimento da epilepsia se deve ha inUmeros fatores, como problemas pré-natais,
traumatismo craniano e parasitoses do SNC. A NC é a principal causa de epilepsia
adquirida de inicio na vida adulta em areas endémicas, mesmo em pacientes apresentando
somente lesdes calcificadas, pois todas as fases de evolucéo do cisticerco (viavel, coloidal
e calcificado) se associam com crises epiléticas (NASH et al., 2008; CAROD-ARTAL,
2009). Relatos em varios paises das Américas do Sul e Central demonstraram existir
associacdo de 30% entre todos os casos de crise convulsiva e NC. Na india, mais de 50%
dos pacientes com desordens convulsivas tem evidéncia soroldgica de cisticercose
(GARCIA; DEL BRUTTO, 2005; HAWK et al., 2005).

Apesar dos dados de frequéncia da NC disponiveis, obstaculos interferem na
determinacdo precisa de sua prevaléncia, incluindo a falta de sistemas epidemioldgicos
padronizados e compreensiveis, limitacdes intrinsecas aos estudos imunoldgicos atuais,
alto custo de estudos de NI em comunidades rurais, e presenca de pacientes assintomaticos
com NI compativel com NC. Assim, a real prevaléncia da doenca e a carga parasitaria sao
subestimadas (RAMIREZ-ZAMORA; ALARCON, 2010).

A cisticercose foi declarada erradicavel pela Forca Tarefa Internacional para
Erradicacdo de Doencas (FTIED) em 1993, e esta listada pelo OMS entre as 17 doencas
tropicais negligenciadas e zoonoses negligenciadas potencialmente erradicaveis
(MKUPASI et al., 2013). Em 2003, a FTIED revisou o status da cisticercose e verificou
que o controle ou eliminacdo de T. solium ndo foi ainda demonstrado. Com o
reconhecimento do crescimento global do problema da cisticercose, a Assembleia Mundial
de Saude (AMS) considerou a implantacdo do controle da NC em 2003. A AMS

recomendou que as autoridades devessem ser fortemente encorajadas para instalar inspe¢éo
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nacional e sistemas de notificacdo, e adotar métodos mais ativos de prevencédo e controle
da cisticercose (FLISSER; RODRIGHUEZ-CANUL; WILLINGHAM l11, 2006).

Embora o desenvolvimento generalizado de infraestrutura sanitaria e praticas de
criagdo animal poderiam finalmente erradicar T. solium, esta ndo é uma realidade a curto
prazo nas areas endémicas mais rurais. Entretanto, intervencbes eficazes, acessiveis e
sustentaveis em nivel local e regional sdo urgentemente necessarios para reduzir a carga
imediata de doenca. O progresso na coordenacdo regional é evidente através da formacéo
de grupos de trabalho regionais, e avangos no diagndstico e tratamento sdo esperados. No
entanto, 0s avangos técnicos de todas as fontes devem ser continuamente traduzido em
projetos de controle de operagdo para tratar danos em curso. O Grupo de Trabalho em
Cisticercose no Peru fornece um excelente modelo, uma vez que continua a expandir as
operacdes de campo e 0s progressos para a eliminacdo no norte do Peru (O'NEAL;
WINTHROP; GONZALEZ, 2011).

1.1.7. Medidas de controle e prevencao

Devido as dificuldades de tratamento da NC, busca-se a implantacdo de medidas de
controle. Entretanto, para estratégias de controle, individuos com NC ndo sdo os alvos
essenciais (GARCIA; GONZALEZ; GILMAN, 2003). Pawlowski (2008) propde uma
intervencdo para reducdo da teniase e NC que pode ser empregada facil e rapidamente
através dos servicos médico e veterinario usando uma quimioterapia foco-orientada da
teniase. A melhora da criacdo de suinos domésticos e infraestrutura sanitaria para evitar o
acesso dos animais as fezes humanas e a defecacdo humana indiscriminada em lugares
abertos também tém mostrado serem uteis no controle desta parasitose. Altos padrdes da
inspecdo de carne e apropriado descarte de carcacas suinas infectadas também auxiliam
(FLISSER; RODRIGUEZ-CANUL; WILLINGHAM lI1, 2006).

A educacdo parece ter efeito em aprimorar o conhecimento da doenga, mas pouco
efeito na mudanca dos comportamentos de risco (GARCIA; GONZALEZ; GILMAN,
2003). O fator econdmico facilita o sucesso do controle da doenca, desde que as pessoas
aprendam que suinos livres desta infeccdo podem ser vendidos por precos mais altos
(FLISSER; RODRIGUEZ-CANUL; WILLINGHAM l11, 2006).

Outros dois principais fatores a serem considerados na implantagéo de intervengdes
de controle sdo: aceitacdo cultural e custo (GARCIA; GONZALEZ; GILMAN, 2003). A
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maioria dos paises desenvolvidos controlou o parasito como consequéncia do processo de
desenvolvimento (GONZALEZ et al., 2003).

A vacinagdo representa uma ferramenta adicional no controle e prevencdo do
complexo teniase/cisticercose. Varias vacinas totais ou de subunidades foram testadas com
efeitos protetores promissores contra cisticercose por T. solium e T. saginata
(LIGHTOWLERS, 2006). A vacinacdo dos hospedeiros intermediarios de T. solium pode
remover a fonte da teniase humana, e indiretamente afetar o aparecimento de novos casos
de cisticercose (FLISSER; RODRIGHUEZ-CANUL; WILLINGHAM I, 2006). Os
antigenos TSOL18 e TSOL45-1A, localizados na superficie de oncosfera de T. solium
(MARTINEZ-OCANA et al., 2011), foram utilizados em composicdes vacinais para
controle da cisticercose suina, com valores de protecdo 100% e 97%, respectivamente
(FLISSER et al.,, 2004; LIGHTOWLERS, 2006). Sendo que a proteina recombinante
TSOL18 testada junto com outra proteina recombinante, TSOL16, reduziu em 99,7% o
namero total de metacestodeos e em 99.9% o numero de metacestodeos viaveis em suinos
imunizados (JAYASHI et al., 2012).

Outra vacina com potencial aplicacdo para o controle da cisticercose é a S3Pvac, e
suas variacdes (HUERTA et al., 2001; MANOUTCHARIAN et al., 2004; SCIUTTO et al.,
2007; SCIUTTO et al., 2013). A S3Pvac é composta por trés peptideos, KETc12 (8
aminodcidos), KETc1 (12 aminoéacidos) e GK1 (18 aminoacidos), ja foi comprovada sua
capacidade protetora em modelo animal de cisticercose murina com T. crassiceps, em
suinos experimental e naturalmente infectados, em hamsters infectados com tenideos e em
cisticercose experimental em coelhos (SCIUTTO et al.,, 2007; RASSY et al., 2010;
BETANCOURT et al., 2012). Essa vacina também foi testada em uma segunda versao,
expressando os peptideos em fagos filamentosos, reduzindo a frequéncia da infeccdo em
87% e também o nimero de metacestédeos (MANOUTCHARIAN et al., 2004).

1.2. Modelo experimental de cisticercose murina

T. crassiceps, descrita por Zeder em 1800, é um tenideo que infecta raposas, lobos e
caes, e infecgbes naturais com metacestddeos foram relatados nos seguintes roedores:
Microtus arvalis, Marmota monax e Peromyscus sp. (WILLMS; ZURABIAN, 2010). O
modelo experimental para o desenvolvimento do estagio larvario de T. crassiceps em

camundongo BALB/c foi selecionado por ser um modelo de laboratério relativamente
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simples (SCIUTTO et al., 1990). O cisticerco de T. crassiceps tem a capacidade de
multiplicar-se assexuadamente através de brotamento, gerando uma carga parasitaria
macica na cavidade peritoneal de camundongos como vesiculas visiveis, proporcionando,
assim, uma medida precisa da carga parasitaria. Além disso, T. crassiceps ndo parasita 0s
seres humanos (WILLMS; ZURABIAN, 2010; SCIUTTO; FRAGOSO; LARRALDE,
2011). Suscetibilidade a infecgdo por T. crassiceps difere entre linhagens de camundongos,
sendo alta a suscetibilidade de fémeas da linhagem BALB/c (SCIUTTO et al., 1990). Essas
vantagens tornam a cisticercose experimental murina um modelo para testes de compostos
vacinais no controle da cisticercose (SCIUTTO; FRAGOSO; LARRALDE, 2011).
Adicionalmente, a reacdo cruzada existente entre antigenos de T. solium e T. crassiceps,
torna 0 modelo murino uma escolha plausivel para testar antigenos candidatos para
vacinacdo contra cisticercose por T. solium (WILLMS; ZURABIAN, 2010; SCIUTTO;
FRAGOSO; LARRALDE, 2011). As principais vacinas testadas no modelo murino de

cisticercose estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Principais estudos de protecdo na cisticercose experimental murina.

Vacina Taxa c{e Autor
Protecao
NC-1 peptideo sintético 74% Capelli-Peixoto et al., 2011.
Peptideo sintético GK-1 64,7% a 96% Fragoso et al., 2011.
Cisteina protegses de Taenia 79% Baig et al., 2006.
solium
pVAX-S-deltaC-3n 83% Wau et al., 2005.
Paramiosina (VW2-1) 48% Solis et al., 2005.
pcDNA3-cC1 DNA vacina 73,3% Wang et al., 2003.
Ts018 DNA sequéncia 81,4% Rosas et al., 2002.
Paramiosina (TPmy) 52% Véazquez-Talavera et al., 2001.
KETcl: 66,7% a
KETcl e KETc12 peptideos 100%.
Sintéticos KETc12: 52,7% Toledo et al., 2001.
a88,1%
Antigeno KETc7 expresso na
superficie do fago M13 Pigphage: 57%. .
(Plgphage) e como peptideo livre PT1: 50% Manoutcharian et al., 1999.

(PT1)
GK-1 40 a 70% Toledo et al., 1999.
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1.3. Exposicao de peptideos em bacteridéfagos

Desde a sua descricdo por Smith (1985), a tecnologia de phage display (exposicéo
de biomoléculas em fagos) tem apresentado utilizacdo cada vez mais crescente em diversas
areas da ciéncia. Bacteriofagos ou simplesmente fagos sdo virus que infectam uma
variedade de bactérias gram-negativas, usando pilus sexual como receptor (PETTY et al.,
2006). As particulas de fagos filamentosos (linhagens M13, fl e fd), que infectam
Escherichia coli via pilus F, consistem de fita simples de DNA incluso em uma cépsula
proteica constituida por cinco proteinas (plll, pVI, pVII, pVIIlI e pIX) (Figura 1)
(MARANHAO; BRIGIDO, 2000).

Figura 1. Estrutura de fago filamentoso. Visualiza-se um peptideo (filamento preto)
fusionado na proteina plll (amarelo). As outras proteinas constitutivas do fago séo: pVI
(rosa), pVII (vermelho), pIX (verde) e pVIII (azul). Adaptado de Smothers; Henikoff;
Carter (2002).

O phage display € um método de selecdo no qual uma biblioteca de peptideos ou
proteinas é expressa no exterior da particula viral, enquanto o material genético codificante
para cada peptideo encontra-se no genoma (AZZAZY, HIGHSMITH, 2002), sendo
possivel estabelecer a correlacdo entre cada sequéncia de proteina e sua respectiva
sequéncia de DNA (ADDA et al., 2002). No sistema de phage display, as sequéncias de
DNA de interesse sdo inseridas em uma localizacdo no genoma de modo que a proteina
codificada seja expressa na superficie do fago como um produto de fusdo a uma das
proteinas de sua superficie, usualmente com PVIII ou PllIl (AZZAY; HIGHSMITH Jr.,
2002; PETTY et al., 2006; BRATKOVIC, 2010).

Uma grande possibilidade do phage display é a conveniéncia de selecionar somente
os ligantes alvo-especificos. Essa ampla utilizacdo se deve a algumas vantagens: habilidade
de selecionar ligantes de alta afinidade, possibilidade de produzir proteinas soluveis, baixo
custo, facil manuseio e rapidez (SMITH; PETRENKO, 1997).
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Biblioteca de fagos é uma mistura heterdloga de diversos clones de bacteriéfagos.
Cada clone possui um fragmento de DNA com uma sequéncia diferente de nucleotideos, e
assim, expBe diferentes peptideos na sua superficie (MATSUMOTO et al., 2010). O
procedimento de selecdo bioldgica ou biopanning € realizado pela incubagdo da biblioteca
de peptideos em fagos contra o alvo. Os fagos contendo peptideos com afinidade pelo alvo
sdo capturados, caracterizados por sequenciamento, e submetidos a ensaios imunoldgicos
(Figura 2) (SERGEEVA et al., 2006).

Biblioteca de
Fagos
Captura de
Fagos ao 7/-\I7vo
a0 6 Cycleg
‘ Ampliﬁcar Fagos | ‘ Descartar os Fago's
| para pféximo ciclo | ndo Iigantes
Eluir Fagos
Ligantes ‘ Seqiienciar
os ligantes

ao alvo

Figura 2. Ciclo de Biopannig. Em cada ciclo, os fagos ligantes ao alvo séo selecionados,
sendo os demais descartados. Os fagos ligantes sdo amplificados e seguem para novos
ciclos com intuito de aumentar a afinidade de ligacdo ao alvo especifico. Adaptado de
Smothers; Henikoff; Carter (2002).

A biblioteca de peptideos randémicos pode ser utilizada no estudo da interacao
anticorpo-antigeno (SERGEEVA et al., 2006; MAYROSE et al., 2007; FENG et al., 2009).
A principal vantagem desta técnica é a ligacdo direta e de elevada especificidade que
ocorre entre a superficie do fago e a molécula alvo. Assim, é possivel realizar a selecéo de
epitopos e mimotopos com potencial para serem usados como antigenos vacinais ou no
imunodiagndstico de varias doencas, mesmo sem o prévio conhecimento de tais antigenos.
(YANG et al., 2005; MAYROSE et al., 2007). Existem varios estudos que demonstram a
utilidade do phage display para sele¢do de peptideos candidatos a vacinas para diferentes
patologias infecciosas (TANG et al. 2004; PANDE; SZEWCZYK; GROVER, 2010; CUI
et al., 2013).
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Apesar de T. solium causar uma importante doenga parasitaria em humanos e
suinos, incluindo um sério problema neurolégico que é a NC, este patdgeno ndo €
extensivamente caracterizado no nivel molecular, e o diagndstico desta helmintiase
continua sendo um desafio na pratica médica (ROBLES et al., 2005). Em 1999,
Manoutcharian et al. conseguiram identificar epitopos de anticorpos presentes no LCR
através da construcdo de uma biblioteca génica utilizando a técnica do phage display. Estes
autores relataram a selecdo de peptideos por phage display como uma ferramenta para o
desenvolvimento de um teste de imunodiagndstico mais simples e sensivel e no
entendimento dos mecanismos moleculares da patogénese da NC. Buscou-se também a
utilizacdo de antigenos alternativos no método de phage display, como o isolamento de
antigenos de T. crassiceps em biblioteca de cDNA por Robles et al. (2005) e sua utilizagao
na identificacdo de antigenos para o reconhecimento de anticorpos em amostras clinicas de
pacientes com NC. Esta também foi utilizada para analise da homologia de sequéncias de
peptideos selecionados de bibliotecas com pacientes com NC e sem NC. Dois tipos
diferentes de sequéncias foram obtidos e distinguidos como “NC-relacionada” e “NC-néo
relacionada”. Este tipo de andlise pode permitir a identificagdo de doenga quando os testes
imunologicos sdo negativos (GAZARIAN et al., 2001). Essa metodologia no diagnostico
imunologico da NC foi explorada por Da Silva Ribeiro et al. (2010), obtendo-se
mimotopos altamente especificos e sensiveis, alcancando em alguns casos 100% de
sensibilidade, e diminuindo casos de reatividade cruzada, principalmente com
Echinococcus granulosus e outros parasitos filogeneticamente relacionados a T. solium.

Esta metodologia utilizada na geracdo de antigenos derivados de T. solium pode
prover informacdo atil ndo sé para o diagndstico da NC, mas também para monitoramento
do paciente durante o tratamento, isolamento de antigenos do parasito circulantes no
hospedeiro, em estudos da interacdo parasito-hospedeiro, e identificacdo de antigenos
candidatos a vacinas (ROBLES et al., 2005). A viabilidade da utilizacdo de fagos para a
vacinacdo de suinos contra a cisticercose foi testada, e resultados preliminares apontaram
para a capacidade protetora da vacina de fagos contra cisticercose suina com 54% na
reducdo da doenca e 87% de diminuicdo no namero de cisticercos estabilizados
(MORALES et al., 2008). Mais recentemente, a tecnologia do phage display foi utilizada
no mapeamento de epitopos no antigeno TSOL 18 (GUO et al., 2010), demonstrando que
esta ferramenta molecular tem potencial para selecionar epitopos de interesse tanto de

diagndstico como para o desenvolvimento de vacinas.
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Em estudo realizado anteriormente (MANHANI, 2009), foram isolados mimotopos
de metacestddeos de T. solium a partir da realizacdo de biopanning utilizando 1gY anti-
metacéstodeo de T. solium. A IgY, obtida através da imunizacdo de galinhas com extrato
salino de metacestddeos de T. solium, foi adsorvida em pocos de microplacas para
selecionar peptideos a partir de uma biblioteca de fagos filamentoso. Os mimotopos
selecionados foram testados para o diagnostico de NC através de ensaio de ELISA com
amostras de soro, e sete mimotopos (Cc6, Cc8, Cc25, Cc27, Cc30, Cc45 e Cc48)
apresentaram resultados satisfatorios no imunodiagnostico da NC, e também foram
capazes de diferenciar a forma ativa da forma inativa de NC, detectando aproximadamente
100% dos pacientes com a forma inativa, e a especificidade variou de 85,7% a 94,3%.
Esses resultados foram animadores e levantaram a duvida se esses peptideos teriam algum
efeito protetor ou acelerador na resolucdo da NC. Assim, serd testada a hipdtese do
mimotopo Cc48, reconhecido por anticorpos de pacientes na fase inativa da NC, ter a
capacidade de gerar anticorpos neutralizantes para o controle da cisticercose murina

durante a fase inicial, ou mesmo acelerar o processo de calcificacdo dos metacestodeos.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a protecdo induzida pela imunizacdo com peptideos expressos em fagos
selecionados pela técnica de phage display e peptideos sintéticos em camundongos
BALB/c infectados experimentalmente com Taenia crassiceps.

2.2. Objetivos Especificos

Imunizar camundongos Balb/c com os peptideos, expresso em fagos e sintético.
Avaliar a eficacia de protecéo induzida nos animais imunizados com 0s peptideos,
expresso em fagos e sintetico, e posteriormente desafiados com metacestddeos de
T. crassiceps.

Avaliar o perfil da resposta imune em camundongos induzido pela imunizagdo com
0s peptideos, expresso em fagos e sintético.

Avaliar a avidez dos anticorpos 1gG produzidos 60 dias ap0s a infeccao.

Verificar a ligacdo dos anticorpos IgG a metacestodeos de T. crassiceps e T.

solium.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Locais de desenvolvimento

Esse trabalho foi executado em colaboracao entre os Laboratorio de Diagnostico de
Parasitoses e Laboratorio de Nanobiotecnologia, ambos na Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), com parceria da Universidade Federal de S&o Jodo Del Rei - Campus
Centro-Oeste (UFSJ-CCO).

Na UFSJ-CCO foram realizados os seguintes procedimentos: amplificacdo do
bacteriéfago Cc48, manutencdo dos animais durante o experimento, imunizacao e desafio
dos animais, ELISA para detec¢édo dos anticorpos, ELISA-avidez.

Nos laboratorios da UFU, realizaram-se 0s seguintes procedimentos: selecdo do
bacteriofago Cc48, manutencéo da cepa de T. crassiceps, ELISA das citocinas.

3.2. Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Envolvendo Animais
(CEPEA), da Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei, sob o n°® 43/2010, intitulado
"Avaliacdo de peptideos no controle da cisticercose™ (ANEXO I). Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos em pesquisa animal
(CIOMS, 1985).

3.3. Peptideo expresso em fago selecionado por phage display

O mimotopo Cc48 expresso em bacteri6fago M13, foi previamente selecionado por
phage display contra anticorpos IgY anti-metacestddeos de T. solium, produzidos e
purificados a partir de soro de galinhas imunizadas com extrato salino total de
metacestddeos de T. solium (MANHANI, 2009). Esse mimotopo foi selecionado para o
ensaio de imunizacdo por ter apresentado os melhores resultados no imunodiagndstico
diferencial de NC (MANHANI et al., 2011). Esse fago foi reamplificado em 20 ml de
cultura de Escherichia coli (ER2537) em fase inicial de crescimento (OD600=0,3), em
meio de cultura contendo tetraciclina, incubando-se a cultura por 4-5 horas em agitador

orbital com temperatura a 37° C. A cultura foi transferida para um tubo Oakridge (Hitachi,
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50 ml) e centrifugada (10 min, 10.000 rpm). As células residuais foram descartadas e o
sobrenadante transferido para outro tubo e recentrifugado, e 80% do sobrenadante foi
transferido para um tubo esterilizado onde foi adicionado 1/6 do volume de PEG/NaCl
(20% peso/volume de Polietileno glicol-8000, NaCl 2,5M, &gua), e a mistura permaneceu
em repouso por 12 horas a 4° C. No dia seguinte, a mistura foi centrifugada por 15 minutos
a 10.000 rpm & 4° C. O sobrenadante foi descartado e o tubo recentrifugado brevemente,
para remocéo total do sobrenadante residual. O precipitado foi ressuspendido em 1 ml de
solugéo tamponada de tris (TBS, Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM), transferido para
um microtubo e centrifugado por 5 minutos, 10.000 rpm a 4° C para precipitar os residuos
celulares. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo para a adicdo de
PEG/NaCl (1/6 do volume). A mistura foi incubada em gelo por 1 hora e entdo
centrifugada (10 min, 14.000 rpm, 4° C). O sobrenadante foi descartado e a centrifugacao
repetida para remocéo de sobrenadante residual. O precipitado foi ressuspendido em 200
uL de TBS, obtendo-se entdo o bacteriofago amplificado, denominado como mCc48
(MANHANI, 2009). Foi feio o pedido de depoésito de patente da sequéncia do peptideo
selecionado sob o titulo: “Peptideos Marcadores das Fases Clinicas da Neurocisticercose”
(ANEXO II).

3.4. Peptideo sintético

O peptideo expresso na proteina plll do mimotopo Cc48 foi otimizado por
bioinformética, para melhor adequar a provavel estrutura, sintetizado por empresa
especializada e utilizado conforme instrugdes do fabricante. A verséo sintética incluiu duas
repeticdes da sequéncia peptidica de 12 aa intercaladas por uma sequéncia espagadora com
quatro aminoacidos (Gli-Gli-Gli-Ser) e a carboxila da regido carboxi-terminal do peptideo
sintético recebeu uma amida para bloquear a formacdo de carga negativa. O peptideo

sintético foi denominado sCc48.

3.5. Animais
Fémeas de camundongos da linhagem BALB/c infectadas com metacestddeos de T.
crassiceps foram, primeiramente, obtidas por doacdo junto ao Biotério de Producgdo e

Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Instituto de Quimica da
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Universidade de S&o Paulo, e posteriormente, o ciclo de vida foi mantido no biotério de
manutengdo de animais da Universidade Federal de S&o Jodo Del Rei - Campus Centro-
Oeste. Os animais foram mantidos com agua e alimentacdo ad libitum, sob condi¢des de
temperatura e umidade apropriadas e ciclo claro-escuro de 12 horas.

3.6. Imunizagédo

O esquema de imunizagdo foi padronizado utilizando as informacGes de outros
trabalhos disponiveis na literatura. Baseou-se em uma inoculacdo do composto, seguido
por quatro reforcos, em intervalos de doze dias. A primeira imunizagéo (dia 0) foi realizada
com a inoculagdo do material junto com adjuvante completo de Freund (1:1, v/v) por
inoculagdo subcutanea, e os reforcos (12, 24, 36 e 48 dias apds a imunizagdo) foram
administrados com adjuvante incompleto de Freund por via intradérmica (1:1, v/v).

Para imunizacdo do G1 utilizou-se o bacteriéfago mCc48 inativado por radiagdo
ultravioleta (SAMOYLOVA et al., 2012) diluido em PBS estéril em uma concentracao
final de 2 x 10'° particulas por animal, em um volume final de 200 pl. No caso do G2,
empregou-se o peptideo sintético (sCc48) diluido em PBS estéril na concentragédo de 50 ug
por animal, em um volume final de 200 ul. Para G3 e¢ G4 fez-se 0 uso de inoculacéo
somente com PBS estéril, em um volume final de 200 pl por animal.

Posteriormente, fémeas de 5 a 7 semanas de idade foram inoculadas via
intraperitoneal com 10 metacestddeos de T. crassiceps em 1 ml de solucdo de tampéo
fosfato estéril (PBS, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 12 mM, KH2PO4 1,2 mM, pH
7.4). Os animais foram divididos em 4 grupos:

e Grupo 1 (G1, n = 40): imunizados com peptideo expresso em fagos
(mCc48) e desafiados com metacestodeos de T. crassiceps;

e Grupo 2 (G2, n = 40): imunizados com peptideo sintético (sCc48) e
desafiados com metacestodeos de T. crassiceps;

e Grupo 3 (G3, n = 40): ndo imunizados e desafiados com metacestodeos de
T. crassiceps;

e Grupo 4 (G4, n = 40): animais ndo imunizados e ndo desafiados com

metacestodeos de T. crassiceps.
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3.7. Dados parasitologicos

Para determinagdo da carga parasitaria, doze dias ap6s o Ultimo refor¢o os animais
foram desafiados com dez metacestodeos de T. crassiceps em 1ml de PBS estéril por via
intraperitoneal. Foram determinados quatro pontos de coletas: 15, 30, 45 e 60 dias apds a
inoculagéo dos parasitos (dpi). Os dados analisados foram: peso, circunferéncia abdominal,
tamanho do corpo sem cauda, tamanho total do corpo, e contagem de metacestddeos nos
pontos determinados. Para tanto, dez animais em cada um dos pontos (15, 30, 45 e 60 dpi)
foram sacrificados, ap0s anestesia profunda com tiopental sodico (injecéo intraperitoneal).
A cavidade peritoneal foi aberta e 0os metacestodeos foram retirados, colocados em PBS,
contados sob microscépio estereoscopico e classificados como viaveis ou calcificados.
Amostras de sangue foram coletadas em cada ponto de sacrificio (15, 30, 45 e 60 dpi)
sendo parte delas reservadas para contagem de leucocitos e outra para obtencdo de soro
para o0s testes imunologicos. As amostras de sangue reservadas para obtencdo do soro,
foram centrifugadas e o soro obtido foi armazenado separadamente em aliquotas a — 20°C

até o momento do uso.

3.8. Dosagem de anticorpos especificos

Para determinar as condi¢Ges O0timas da reacdo, experimentos preliminares foram
conduzidos através de titulacdo em bloco dos antigenos, soros e conjugados. Os niveis de
anticorpos especificos (IgM, 1gG, IgA e IgE) foram dosados nos quatro grupos de animais
por ELISA. Para determinacdo dos anticorpos no G1 utilizou-se o bacteriofago mCc48. O
peptideo sintético sCc48 foi utilizado para a deteccdo de anticorpos no G2. O extrato total
de metacestodeo de T. crassiceps (VAZ et al.,, 1997) foi utilizado para dosagem de
anticorpos no G3, que produziu os parametros de uma infeccdo normal. O G4 foi utilizado
como controle negativo para todos 0s outros grupos. A anélise foi realizada separadamente
para cada grupo.

Para 0 G1, as placas de microtitulacdo de poliestireno (Nunc, Roskilde, Dinamarca)
foram sensibilizadas com mCc48 (10*° particulas/pogo) diluido em tampdo carbonato-
bicarbonato (pH 9,6, 0,2M) e incubadas por 16h a 4°C. Depois as placas foram lavadas seis
vezes com PBS contendo 0,05% Tween 20 (PBS-T), em lavadora automatica de placas
(TP-Washer, Thermoplate, Brasil), em seguida, os pogos foram bloqueados com PBS
acrescido de 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e 5% de leite em p6 desnatado (PBS-TM),
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durante 30 min a 37° C. Apés novas lavadas, as amostras de soro diluidas em PBS-TM
foram adicionados na placa nas seguintes diluicdes: 1:200 para deteccdo de IgM e IgG,
1:100 para IgA e 1:50 para IgE, e incubadas a 37°C por 1h. Em seguida, repetiu-se a
lavagem com PBS-T por trés vezes. Os conjugados anti-IgM, anti-1gG e anti-IgA possuiam
marcagdo com peroxidase, e foram adicionados na diluigdo 1:1500, sendo incubados por
1h a 37°C. A reacdo subsequente para IgM, IgG e IgA foi feita pela adicdo da solucdo
cromogena de ortofenilenodiamina (OPD) com H>O2. Ap6s 15 minutos & temperatura
ambiente (TA) e ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida com a adicdo de solucéo de
H2SO4 2M. Os valores de absorbancia foram determinados em filtro de 492 nm em leitor
ELISA (TP-Reader, Thermoplate, Brasil).

Para a reacdo ELISA IgE, o anticorpo biotinilado anti-lgE foi adicionado e
incubado por 2 horas a 37°C, seguido por um ciclo de lavagem, e adicdo de estreptavidina-
peroxidase (1:1000) que foi incubado por 30 minutos a 37°C. Apos ultimo ciclo de
lavagem a reacdo foi revelada pela adicdo do substrato enziméatico 3,3°,5,5°
tetrametilbenzidina (TMB) com H20», e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz, em seguida, a reacdo foi interrompida, pela adicdo de H.SO4 2M. A
densidade oOptica foi determinada em leitor de ELISA utilizando filtro de 450 nm para IgE.

Os procedimentos para sCc48 e o antigeno total de metacestddeo de T. crassiceps
foram os mesmos descritos anteriormente, variando as dilui¢cGes de soro e conjugados. No
caso do sCc48, as placas foram sensibilizadas com o peptideo na concentracdo de 10
ug/poco diluido em tampao carbonato-bicarbonato, as dilui¢des do soros foram 1:200 para
IgM, 1:100 para IgG e IgA e 1:10 para IgE, e 0s conjugados seguiram as seguintes
diluicBes, 1:1000 para IgM, IgG e IgA, e 1:100 para IgE. Nos procedimentos utilizando o
antigeno total de metacestddeo de T. crassiceps, a sensibilizacdo foi com 10 ug/poco, 0s
soros foram diluidas a 1:500 para IgM, IgG e IgA e 1:50 para IgE, e 0s conjugados 1:200
para IgM, 1gG e IgA, e 1:100 para IgE.

O resultado foi expresso em indice ELISA, e para tanto o cut-off (CO) foi calculado
como sendo a soma das médias (X) dos valores de densidade dptica (DO) dos soros dos
animais do G4 mais 2 vezes o desvio padrdo (DP) (CO = X + (2DP)), e o indice ELISA
(IE) pelo valor de DO obtido dividido pelo cut-off (IE = DO/CO).
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3.9. ELISA Avidez

O teste de ELISA avidez baseou-se no estudo de Manhani et al. (2009).
Resumidamente, microplacas de poliestireno foram sensibilizadas com bacteriéfago
mCc48 (10'° particulas/pogo), peptideo sintético sCc48 (10 ng/pogo), e antigeno total de
metacestodeo de T. crassiceps (10 ug/poco), diluidos em tampdo carbonato-bicarbonato
(pH 9.6, 0,2M) e incubadas por 16h a 4°C. Em seguida realizou um ciclo de lavagem com
PBS-T, em lavadora automatica, e as placas foram bloqueadas com PBS-TM, durante 30
min a 37°C. Apo6s novo ciclo de lavagem, foram testados os soros obtidos no ponto 60dpi,
na diluicdo de 1:100 em PBS-TM, dos grupos G1 (bacteriofago mCc48), G2 (peptideo
sintético sCc48) e G3 (T. crassiceps), e 3 amostras do grupo G4 como controle negativo da
reacdo. Os soros foram adicionados em quadruplicata e incubados durante 1h a 37°C. Apos
a incubagdo, metade dos soros foram tratados com solucdo de ureia 6M durante 20 min, a
temperatura ambiente, a outra metade foi incubada com PBS-T pelo mesmo periodo de
tempo. Em seguida, a placa foi lavada trés vezes, e adicionou-se o conjugado especifico
para 1gG de camundongo marcado com peroxidase na diluicdo de 1:1000 em PBS-TM e
incubou-se durante 1h a 37°C. Apds ultimo ciclo de lavagem a reacdo foi revelada pela
adicdo do substrato enzimatico OPD com H:0., e incubagdo por 15 minutos a TA e ao
abrigo da luz, em seguida, a reacdo foi interrompida, pela adi¢do de H.SO4 2M. Os valores
de DO foram determinados a 492 nm em leitor de ELISA.

O cut-off foi calculado pela soma das médias DO dos soros dos animais do G4 mais
2 vezes 0 desvio padrdo, e o IE pelo valor de DO obtido dividido pelo cut-off. A avidez de
IgG foi expressa como indice de avidez (I1A), sendo IA = (média IE dos pogos tratados com
ureia/média IE dos pocos sem ureia) x 100. Considera-se alta avidez acima de 68% de 1A,
avidez intermediaria com valores de 1A entre 64% e 68%, e baixa avidez abaixo de IA de
64% (MANHANI et al., 2009).

3.10. Dosagem de citocinas

A andlise quantitativa das citocinas IFN-y e IL-4 nas amostras de soro dos animais
foi realizada por meio de ELISA utilizando Kits disponiveis comercialmente (Abcam,
Cambridge, EUA), segundo protocolo recomendado pelo fabricante. Foram analisadas seis
amostras aleatorias de G1 e G2, e cinco amostras aleatérias de G3 e G4, nos quatro pontos

determinados para o sacrificio (15, 30, 45 e 60 dpi), juntamente com 0s controles positivos
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e negativo fornecidos pelos kits. Os resultados foram expressos em picogramas de

citocina/ml, com base no padréo fornecido com o Kit.

3.11. Contagem de leucécitos

Amostras de sangue coletadas em cada ponto de sacrificio (15, 30, 45 e 60 dpi)
foram utilizadas para contagem total de leucécitos, e os esfregacos sanguineos foram
confeccionados utilizando sangue da veia da cauda dos animais.

Para a contagem total de cé€lulas, realizada em camara de Neubauer, 20 puL de
sangue foram diluidos em 380 pL de solugdo de Turk. A contagem diferencial das células
foi realizada em esfregaco sanguineo corado por Giemsa, segundo instrucdes do fabricante,

sendo contadas 100 células em diferentes campos, com aumento de 100x.

3.12. Reacdo de imunofluorescéncia

A reacdo de imunofluorescéncia foi padronizada a partir de protocolos disponiveis
na literatura. As formas metacestddeas de T. crassiceps e de T. solium foram incluidas em
Tissue-tek (Tissue Freezing Medium, Durham, NC, EUA) e congelados a -70°C. Secgdes
de 2 um de espessura foram obtidas e os cortes foram colocados em laminas para
microscopia, que foram deixadas a TA por 30 min para secagem. Os soros dos animais
foram diluidos 1:100 em PBS e incubados por 2 horas a 37°C com o corte. Apds duas
lavagens de 5 min cada em PBS, as laminas foram deixadas secar a TA, e em seguida 0s
cortes foram incubados com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo marcado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) diluido 1:50 em solu¢édo de azul de Evans (1:25) por 1
hora a 37 °C. Apds duas lavagens com PBS e secagem, as laminas foram montadas
utilizando glicerina tamponada e laminula. A observacdo foi feita em microscopio de

fluorescéncia (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

3.13. Analise pelo BLAST

Foram feitas buscas no banco de dados Protein BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool —
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) para
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similaridade do peptideo isolado Cc48 com proteinas de T. crassiceps e T. solium

depositadas.

3.14. Normas de Biosseguranca
Todo o procedimento de colheita e manuseio do material bioldgico e dos reagentes
e a utilizacdo dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranca de Mineo (2009).

3.15. Analise dos dados

O calculo de protecdo foi baseado na analise em Betancourt et al. (2012), e foi
determinado em duas analises: 1) reducdo na carga parasitaria, expressa em porcentagem,
calculada da seguinte maneira: [(n° de metacestédeos no grupo 3 — n° de metacestddeos no
grupo vacinado)/(n°® de metacestodeos no grupo 3) x 100]; e 2) reducdo no numero de
animais infectados, através do seguinte célculo [(total de animais analisados no grupo — n°
de animais infectados)/total de animais no grupo x 100] (). O primeiro parametro foi
identificado com eficacia, e 0 segundo como protegéo.

As analises estatisticas foram baseadas em frequéncias e porcentagens para
variaveis qualitativas, e médias e desvios padrbes para variaveis quantitativas. Para analise
estatistica foi utilizado programa computacional especifico (GraphPad Prism verséo 5.0).
Comparacg6es dos dados foram analisadas por analise de variancia (ANOVA) e pelo Teste
de Tukey, ou seu correspondente ndo parametrico Teste de Kruskal-Wallis. Testes de
correlacdo foram executados através de correlacdo de Pearson ou seu correspondente nao
paramétrico, teste de correlacio de Spearman. Foram consideradas diferencas

estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados morfométricos

Os dados relativos as medidas morfométricas (peso, circunferéncia abdominal
(C.A.), tamanho do corpo sem cauda (T.C.S.C.), tamanho do corpo total (T.C.T)) coletados
nos dias de inoculacdo dos metacestodeos (desafio) e nos pontos de sacrifico estdo
apresentados na Tabela 2, e apresentados em média e desvio padrdao (D.P.). Os dados

completos dos animais de cada grupo estdo amostrados no APENDICE I.



Tabela 2. Dados morfométricos dos animais nos pontos de desafio e nos pontos de

sacrifico.
DESAFIO
GRUPO |DPI| PESO (9) CA(cm) |T.C.S.C.(cm)| T.C.T.(cm)
MEDIA D.P.|MEDIA D.P.|MEDIA D.P.|MEDIA D.P.
15 | 2460 1,27| 885 0,24| 10,55 0,37 19,65 0,58
o1 30 | 2443 055| 8,89 0,22| 10,39 0,42| 19,44 0,58
45 | 2411 1,10| 8,75 0,26| 10,60 0,32| 19,40 0,39
60 | 2423 1,07| 890 0,21| 10,50 0,41| 19,35 0,47
15 | 24,38 1,28| 850 0,62| 10,00 0,58| 19,10 0,52
2 30 | 2432 088 7,30 0,26| 945 050| 17,95 0,44
45 | 2442 096| 7,10 032| 935 047| 1815 0,63
60 | 2485 1,37| 863 041| 865 0,47| 18,71 0,50
15 | 24,49 194| 880 0,63| 10,25 0,35| 19,65 0,67
3 30 | 2389 152| 880 0,63| 10,25 0,35| 19,65 0,67
45 | 25,01 1,33| 7,35 041| 10,25 0,26| 19,65 0,67
60 | 24,67 150| 840 0,52| 10,50 0,24| 19,95 0,60
15 | 25,19 157| 883 0,35| 10,78 0,26 19,83 0,43
- 30 | 2506 1,49| 890 0,32| 10,60 0,39| 19,75 0,42
45 | 24,73 187| 755 060| 10,20 0,35| 19,50 0,53
60 | 24,77 166| 840 0,32| 865 0,47| 18,71 0,50
SACRFICIO
PESO (g) CA (cm) T.C.S.C. (cm) | T.C.T.(cm)
GRUPO | BPI MEDIA D.P.|MEDIA D.P.|MEDIA D.P.|MEDIA D.P.
15 | 26,10 1,59| 880 0,42| 10,70 0,35| 19,60 0,52
1 30 | 27,57 280| 9,17 0,71| 10,67 0,35| 19,78 0,44
45 | 34,29 6,07| 10,35 1,25| 10,60 0,21| 19,60 0,57
60 | 43,18 4,28| 11,55 0,50| 10,65 0,34| 19,25 0,63
15 | 2468 1,16| 950 0,24| 10,45 0,50| 19,55 0,76
- 30 | 25,77 1,42| 860 0,99| 10,50 0,47| 18,90 0,57
45 | 27,18 3,05| 872 0,75| 1056 0,30| 18,89 0,33
60 | 2492 165| 890 057| 9,75 0,26| 19,55 0,50
15| 26,81 2,00| 9,40 0,39| 10,70 0,26| 19,80 0,54
53 30 | 29,08 255| 10,40 0,88| 10,80 0,35| 19,90 0,46
45 | 26,97 081| 880 035| 10,40 052| 19,65 0,63
60 | 27,23 2,83| 9,35 1,03| 10,10 0,61| 19,90 0,66
15 | 26,49 155| 872 0,36| 10,56 0,17 | 19,83 0,43
- 30 | 27,03 1,09| 885 0,47| 10,80 0,42| 20,00 0,53
45 | 2546 1,86| 850 0,33| 10,60 0,32| 19,95 0,37
60 | 25551 1,64| 835 0,63| 10,10 0,39| 20,60 0,61

DPI = dias ap06s infeccdo

C.A. = circunferéncia abdominal
T.C.S.C. =tamanho corporal sem cauda
T.C.T =tamanho corporal total
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4.2. Imunizagdo

Na Figura 3, estdo plotados os valores referentes as contagens de metacestodeos e a
comparacdo entre os grupos. Nessa figura é possivel visualizar um aumento progressivo no
ndmero de metacestddeos com o passar do tempo em G1 e G3, sendo que no ponto 60dpi
(Figura 3D) o numero de metacestddeos recuperados no G1 ultrapassou de maneira
significativa a quantidade encontrada no G3. No G2 houve pouca variagdo no nimero de
metacestddeos ao longo do experimento.
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Figura 3. Contagem de metacestodeos recuperados da cavidade peritoneal de
camundongos fémeas Balb/C, apds imunizagdo com bacteriofago Cc48 (G1), com peptideo
sintético sCc48 (G2) ou PBS (G3), e desafio com metacestddeos de T. crassiceps. A) ponto
15 dpi. B) ponto 30 dpi. C) ponto 45 dpi. D) ponto 60 dpi. dpi = dias apos infec¢do. Linhas
e barras transversais representando a média e o desvio padrdo. Andlise estatistica pelo teste
ANOVA. * p <0.05, ** p <0.001, *** p < 0.0001.
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O célculo da protecdo dos imunodgenos utilizados foi baseado na presenca ou

auséncia de desenvolvimento de metacestédeos e no nimero de parasitos recuperados em

G1 e G2, em comparacdo com os dados do G3. Os valores referentes a eficacia (reducgéo da

carga parasitaria) e protecdo (porcentagem de animais ndo infectados) conferidos pelas

diferentes formulacdes do peptideo testado, expresso em bacteriéfago (mCc48 — G1) e com

0 peptideo sintético (sCc48 — G2), estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Ensaios de protecdo no modelo de cisticercose murina com diferentes

apresentacdes do peptideo Cc48.

Grupo P(()jr;to N° de_ Carga parasitérig individual ~ Eficacia®  Protegdo®
1 Animais  (média + Desvio Padréo) % %
analise
15 dpi 10 0,5,230,2310,17,1, 73,5 30,0
20 (9 £ 10.4)
30 dpi 9 60, 476, 356, 383, 29, 0, 0, 0,0 44,4
1 ; 0, 0 (144.9 + 198.6)
- 45 dpi 10 696, 260, 439, 1, 0, 754, 0,0 10,0
(ba"éizg;ago 558, 531, 813, 609 (466.1 +
291.7)
60 dpi 10 1788, 953, 1268, 925, 688, 0,0 0,0
1111, 813, 622, 747, 846
(976.1 + 344.8)
15 dpi 10 0,0,0,0,0,30,895(25 92,6 60,0
+ 3.6)
G2 30 dpi 10 0,0,0,0, 297, 0, 236, 3, 0, 30,4 70,0
(peptideo 0(53.6£113.1)
sintético 45 dpi 9 633, 13,0,0,0,0, 2,0, 45 69,2 55,6
sCc48) (77.0 + 209.0)
60 dpi 10 0,52,0,0,0,0,0,0,0,0 98,0 90,0
(5.2 + 16.4)
15 dpi 10 4,0, 0, 156, 17, 0, 46, 19,
80, 17 (33.9 + 49.8)
30 dpi 10 1, 142, 84, 46, 100, 0, 219,
0, 83, 95 (77 + 69.9)
45 dpi 10 29, 473, 127, 245, 1, 317,
G3 (PBS) 401, 145, 221, 290 (224.9 £
152.8)
60 dpi 10 136, 250, 242, 246, 26, 322,

252, 474, 253, 457 (265.8 +
132.9)

2 Eficéacia foi calculada como a reducdo da carga parasitaria comparada aos valores do

grupo G3.

b Protegdo foi calculada como a porcentagem de animais ndo infectados dentro de cada

ponto analisado nos grupos G1 e G2.
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O G1 apresentou reducdo da carga parasitaria em comparacdo com o grupo G3
somente do ponto 15dpi, com uma eficicia de 73,5%, e uma taxa de protecdo em relacao
ao numero de animais infectados de 30,0% e 44,4% nos pontos 15dpi e 30 dpi,
respectivamente. Nos outros pontos 0s animais apresentaram uma taxa de infeccao superior
ao G3.

O G2 apresentou os maiores valores de eficacia e protecdo no ponto 60dpi, sendo
98% e 90%, respectivamente. Mesmos nos pontos onde os valores de eficacia e protecéo
foram menores ainda houve melhora em relacéo aos dados do G3.

Os metacestodeos recuperados em todos os animais eram em sua maioria viaveis

(dados ndo amostrados).

4.3. Dosagem de anticorpos especificos

Os resultados dos ELISA revelaram a presenca de todos os tipos de anticorpos
dosados (IgM, 1gG, IgA e IgE) em todos os grupos de camundongos. O G4, que representa
o0 controle negativo, foi utilizado para calcular os IE dos diferentes tipos de anticorpos nos
animais imunizados com o bacteri6fago mCc48 (G1) ou peptideo sCc48 (G2). O G3 foi
utilizado como controle positivo em relagcdo a producdo de anticorpos durante a infeccao.
Os resultados estdo apresentados nas Figuras 4 a 7. O grupo G1 apresentou 0s maiores
niveis de anticorpos IgM e IgG, e os niveis de IgA e IgE foram semelhantes aos do Grupo

3. O Grupo G2 apresentou 0s menores valores para todos os anticorpos.
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Figura 4. Deteccdo de anticorpos IgM por ensaio imunoenzimético (ELISA), no soro de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), e os dados dos
animais do grupo G4 (controle negativo) foram utilizados para calcular o IE. Linhas e
barras transversais representando a média mais o desvio padrdo. Linha pontilhada
representa o IE = 1,0. Teste estatistico ANOVA ou seu correspondente ndo parametrico
Teste Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001. dpi = dias apds infeccao.
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Figura 5. Deteccdo de anticorpos 1gG por ensaio imunoenzimatico (ELISA), no soro de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), e os dados dos
animais do grupo G4 (controle negativo) foram utilizados para calcular o IE. Linhas e
barras transversais representando a média mais o desvio padrdo. Linha pontilhada
representa o IE = 1,0. Teste estatistico ANOVA ou seu correspondente ndo paramétrico
Teste Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001. dpi = dias apos infeccao.
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Figura 6. Detecgdo de anticorpos IgA por ensaio imunoenzimatico (ELISA), no soro de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestddeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), e os dados dos
animais do grupo G4 (controle negativo) foram utilizados para calcular o IE. Linhas e
barras transversais representando a média mais o desvio padrdo. Linha pontilhada
representa o IE = 1,0. Teste estatistico ANOVA ou seu correspondente ndo parametrico
Teste Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001. dpi = dias apos infec¢éo.
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Figura 7. Deteccdo de anticorpos IgE por ensaio imunoenzimatico (ELISA), no soro de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), e os dados dos
animais do grupo G4 (controle negativo) foram utilizados para calcular o IE. Linhas e
barras transversais representando a média mais o desvio padrdo. Linha pontilhada
representa o IE = 1,0. Teste estatistico ANOVA ou seu correspondente ndo paramétrico
Teste Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001. dpi = dias apos infeccéo.



45

Analisando a producdo de IgM no G1, ndo houve diferenga estatistica entre os
quatro pontos de coleta, indicando uma producéo constante durante os 60 dias de infeccao.
A producéo de 1gG apresentou diferenca entre os pontos 15 dpi e 30 dpi (p < 0,0001), 15
dpi e 45 dpi (p < 0,001) e 30 dpi e 60 dpi (p < 0,05), juntamente com a analise do grafico
(Figura 5) pode-se verificar que no ponto 15 dpi houve detecgédo de 1gG, que decresce no
ponto 30 dpi e volta a aumentar nos pontos 45 dpi e 60 dpi.

Houve diferenca estatistica na analise de IgA entre os pontos 15 dpi e 45 dpi (p <
0,05) e 30 dpi e 60 dpi (p < 0,05), verifica-se que a producdo de IgA foi maior nos ponto
15 dpi e 30 dpi, com diminuicdo no ponto 45 dpi e indetectavel no ponto 60 dpi. Nao
houve diferenca na captura de IgE entre os pontos analisados, mantendo-se alta durante
todo os experimento.

Ao analisar em conjunto com os dados de producdo de anticorpos com a
recuperacdo de metacestodeos, é possivel verificar que o ponto 15 dpi que apresentou 0s
maiores valores de 1gG no G1 corresponde ao ponto com menor nimero de metacestodeos
recuperados, e consequentemente, 0 que apresentou a maior eficacia dentro desse grupo
(73,5%).

Em relacdo aos dados do G2, ndo houve diferenca entre 0s pontos avaliados em
relacdo a deteccdo de IgM, IgG e IgE, mas houve para IgA entre os pontos 15 dpi e 30 dpi
(p < 0,05), 30 dpi e 45 dpi (p < 0,05) e 30 dpi e 60 dpi (p < 0,0001). A deteccéo de IgG foi
constante durante todo o experimento do G2, sendo que a maioria dos animais
apresentaram detecgdo desse anticorpo. O anticorpo IgA sé foi detectado no ponto 30 dpi,
e também foi nesse ponto que a eficacia apresentou o menor valor nesse grupo (30,4%). O
anticorpo IgE s6 foi detectado no ponto 15 dpi, mas ndo houve diferenca estatistica desse
ponto com outros analisados.

Foi avaliada a correlacdo entre 0s niveis de anticorpos e 0 numero de
metacestddeos em G1 e G2. Houve correlacdo significativa no G1 no ponto 45 dpi para
IgM (p = 0,02, r =-0,70) e IgG (p = 0,02, r = -0,72) (Figura 8A), mostrando uma tendéncia
para aumento de metacestodeos com uma menor producdo desses anticorpos. No G2,
houve uma correlacdo significativa no ponto 30 dpi para anticorpos IgG (p = 0,02, r = -

0,75) (Figura 8B), mas esse resultado ndo ocorreu nos outros pontos avaliados.
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Figura 8. Correlacdo estatisticamente significativa em relacdo a quantificacdo de
anticorpos no soro dos camundongos e o0 numero de metacestodeos de T. crassiceps. A
correlacdo entre os anticorpos das classes IgM e 1gG no grupo G1, imunizado com
bacteriofago mCc48 e desafiado com metacestodeos de T. crassiceps, no ponto 45 dpi. B
correlacdo entre os anticorpos da IgG no grupo G2, imunizado com peptideo sintético
sCc48 e desafiado com metacestddeos de T. crassiceps, no ponto 30 dpi Teste estatistico
de correlacdo de Pearson ou seu correspondente ndo paramétrico Teste de correlagcdo de
Spearman. dpi = dias ap6s infecgéo.

4.4. ELISA Avidez

O ELISA avidez foi realizado nas amostras dos grupos G1, G2 e G3 no ponto 60
dpi, e os resultados estdo apresentados na Figura 9. Valores de IA acima de 68% foram
considerados como IgG de alta avidez, IA entre 64% e 68% foram classificados com
avidez intermediéria e IA abaixo de 64% foi denominado de baixa avidez, de acordo com
estudo de Manhani et al. (2009).
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Figura 9. ELISA avidez para verificar a avidez de anticorpos da classe I1gG no soro de
camundongos imunizados com bacteriéfago mCc48 (G1, n = 8), com peptideo sintético
sCc48 (G2, n = 8), e PBS (G3, n =9). Soro coletado no ponto 60 dpi ap6s o desafio com
metacestodeos de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), 0s
animais do grupo G4 nao foram desafiados (controle negativo). A linha cheia representa o
corte do Indice Avidez alto. A linha pontilhada representa o corte de indice Avidez
intermediario. Teste estatistico ANOVA ou seu correspondente ndo parameétrico Teste
Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p <0.001, *** p <0.0001. dpi = dias apds infeccao.

O grupo G1, imunizado com peptideo expresso em bacteriofago mCc48, apresentou
apenas um animal com alta avidez, um com avidez intermediaria e o outros animais
tiveram uma resposta de baixa avidez. Os animais dos grupos G2, imunizado com o
peptideo sintético sCc48, e G3, tratado apenas com PBS, apresentaram somente resultado

de alta avidez. Diferenca estatistica foi verificada entre os grupos G1 e G2, e G1 e G3.

4.5. Dosagem de citocinas

Foi realizada a dosagem de duas citocinas, INF-gama e IL-4, através de kits de
ELISA, seguindo as instrucbes do fabricante. As concentracdes de citocinas (pg/ml) nao
foram significativamente diferentes entre os grupos. INF-gama ndo foi detectada no grupo
G4, mas alguns animais em G1, G2 e G3 produziram INF-gama, no entanto ndo houve

diferenca estatistica entre os pontos analisados (Figura 10).
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Figura 10. Detec¢do da citocina INF-gama por ensaio imunoenzimatico (ELISA), no soro
de camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), 0s animais do
grupo G4 ndo foram desafiados (controle negativo). Barra representando a média mais o
desvio padrdo. Teste estatistico ANOVA ou seu correspondente ndo paramétrico Teste
Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p <0.001, *** p <0.0001.

IL-4 foi detectada em todos os grupos. A producdo foi constante em G1, e
apresentou tendéncia de diminuir com o tempo nos outros grupos. Houve diferenca
estatistica no ponto 30 dpi entre G1 e G3, G1 e G4, e G2 e G4. (Figura 11).
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Figura 11. Deteccdo da citocina IL-4 por ensaio imunoenzimatico (ELISA), no soro de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), os animais do
grupo G4 nao foram desafiados (controle negativo). Barra representando a média mais o
desvio padrdo. Teste estatistico ANOVA ou seu correspondente ndo paramétrico Teste
Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001.

Concentragao (picogramas/ml)

4.6. Contagem de leucdcitos

Realizou-se contagem total de leucocitos em camera de Neubauer apos tratamento
das células sanguineas com solucdo de Turk, e contagem diferencial em esfregacos
sanguineos corados com Giemsa. A comparacdo da contagem total nos quatro pontos de

sacrificio (15, 30, 45 e 60 dpi) esta apresentado na Figura 12.
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Figura 12. Contagem total de leucocitos, apresentada como média e desvio padréo,
realizada em camara de Neubauer com sangue de camundongos imunizados com
bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48 (G2), e PBS (G3 e G4). Soro
coletado em quatro pontos ap0ds o desafio com metacestodeos de T. crassiceps nos animais
dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), os animais do grupo G4 nao foram desafiados
(controle negativo). Teste estatistico two-way ANOVA. # Diferenca estatistica entre G1 e
G2. & Diferenca estatistica entre G1 e G3. § Diferenca estatistica entre G1 e G4. +
Diferenga estatistica entre G2 e G3. $ Diferenca estatistica entre G3 e G4.

O G1 apresentou um aumento progressivo na contagem de leucécitos. O G2
também apresentou um discreto aumento progressivo até o ponto 45 dpi, com uma queda
no ponto 60 dpi. O G3 apresentou um queda entre os pontos 30 dpi e 45 dpi, voltando a
aumentar no ponto 60 dpi. O G4 apresentou um ligeiro aumento até o ponto 45 com uma
queda no ponto 60 dpi. Houve diferenca estatistica entre 0s grupos somente no ponto 60
dpi, em que o G1 foi estatisticamente diferente de todos os outros grupos, G2 teve uma
diferenca significante do G3, e G3 de G4. Comparando os perfis dos grupos o G1 se
assemelha ao G3 e 0 G2 esta mais relacionado com o G4.

Avaliou-se a correlacdo entre producdo de leucocitos em relagdo ao ndmero de
metacestddeos e verificou-se uma correlagdo positiva no G1 nos pontos 15 dpi (Figura
13A), 30 dpi (Figura 13B) e 60 dpi (Figura 13D), mas ndo houve correlagdo no ponto 45
dpi (Figura 13C).
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Figura 13. Correlacdo em relacdo ao numero total de leucocitos e de metacestddeos de T.
crassiceps, no grupo G1, imunizado com bacteriofago mCc48 e desafiado com
metacestodeos de T. crassiceps. A: ponto 15 dpi. B: ponto 30 dpi. C: ponto 45 dpi. D:
ponto 60 dpi. dpi = dias ap0s infec¢do. Teste estatistico de correlagdo de Pearson ou seu
correspondente ndo paramétrico Teste de correlacdo de Spearman.

No G2 houve correlacdo positiva nos pontos 15 dpi (Figura 14A), 30 dpi (Figura
14B) e 45 dpi (Figura 14C), mas ndo no ponto 60 dpi (Figura 14D). O G3 ndo apresentou

correlacdo em nenhum ponto avaliado.
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Figura 14. Correlagdo em relacdo ao numero total de leucdcitos e de metacestodeo de T.
crassiceps, no grupo G2, imunizado com peptideo sintético sCc48 e desafiado com
metacestodeos de T. crassiceps. A: ponto 15 dpi. B: ponto 30 dpi. C: ponto 45 dpi. D:
ponto 60 dpi. dpi = dias ap0s infeccdo. Teste estatistico de correlagdo de Pearson ou seu
correspondente ndo paramétrico Teste de correlacdo de Spearman.

A contagem diferencial de leucdécitos foi realizada em esfregaco sanguineo e foi
expressa em porcentagem. Através dos valores de porcentagem foi calculado o valor
absoluto de cada tipo celular de acordo com o nimero de leucdécitos totais. Assim, a analise

foi realizada utilizando valores absolutos (Figuras 15 a 19) e a porcentagem (Figuras 20 a
24).
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Figura 15. Valores absolutos (n° de células/ul de sangue) da contagem diferencial de
monacitos, apresentada como média e desvio padrdo, calculada através dos valores totais
de leucocitos e porcentagem diferencial de leucocitos obtida em esfregaco sanguineo de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), 0s animais do
grupo G4 nao foram desafiados (controle negativo). Teste estatistico two-way ANOVA. #
Diferenca estatistica entre G1 e G2. & Diferenca estatistica entre G1 e G3. § Diferenca
estatistica entre G1 e G4. + Diferenca estatistica entre G2 e G3. $ Diferenca estatistica
entre G3 e G4. ¥ Diferenca estatistica entre G2 e G4.
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Figura 16. Valores absolutos (n° de células/ul de sangue) da contagem diferencial de
neutrofilos, apresentada como média e desvio padrdo, calculada através dos valores totais
de leucocitos e porcentagem diferencial de leucocitos obtida em esfregaco sanguineo de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), os animais do
grupo G4 nao foram desafiados (controle negativo). Teste estatistico two-way ANOVA. #
Diferenca estatistica entre G1 e G2. & Diferenca estatistica entre G1 e G3. § Diferenca
estatistica entre G1 e G4. + Diferenca estatistica entre G2 e G3. $ Diferenca estatistica
entre G3 e G4. ¥ Diferenca estatistica entre G2 e G4.
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Figura 17. Valores absolutos (n° de células/ul de sangue) da contagem diferencial de
eosinofilos, apresentada como média e desvio padrédo, calculada através dos valores totais
de leucocitos e porcentagem diferencial de leucocitos obtida em esfregaco sanguineo de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestdédeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), 0s animais do
grupo G4 nao foram desafiados (controle negativo). Teste estatistico two-way ANOVA. #
Diferenca estatistica entre G1 e G2. & Diferenca estatistica entre G1 e G3. § Diferenca
estatistica entre G1 e G4. + Diferenca estatistica entre G2 e G3. $ Diferenca estatistica
entre G3 e G4. ¥ Diferenca estatistica entre G2 e G4.
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Figura 18. Valores absolutos (n° de células/ul de sangue) da contagem diferencial de
basofilos, apresentada como média e desvio padrdo, calculada através dos valores totais de
leucocitos e porcentagem diferencial de leucdcitos obtida em esfregaco sanguineo de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), 0s animais do
grupo G4 nao foram desafiados (controle negativo). Teste estatistico two-way ANOVA. #
Diferenca estatistica entre G1 e G2. & Diferenca estatistica entre G1 e G3. § Diferenca
estatistica entre G1 e G4. + Diferenca estatistica entre G2 e G3. $ Diferenca estatistica
entre G3 e G4. ¥ Diferenca estatistica entre G2 e G4.
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Figura 19. Valores absolutos (n° de células/ul de sangue) da contagem diferencial de
linfocitos, apresentada como média e desvio padrdo, calculada através dos valores totais de
leucocitos e porcentagem diferencial de leucdcitos obtida em esfregaco sanguineo de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), 0s animais do
grupo G4 nao foram desafiados (controle negativo). Teste estatistico two-way ANOVA. #
Diferenca estatistica entre G1 e G2. & Diferenca estatistica entre G1 e G3. § Diferenca
estatistica entre G1 e G4. + Diferenca estatistica entre G2 e G3. $ Diferenca estatistica
entre G3 e G4. ¥ Diferenca estatistica entre G2 e G4.
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Figura 20. Porcentagem de mondcitos, apresentada como média e desvio padréo,
calculado por contagem em esfregaco sanguineo de camundongos imunizados com
bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48 (G2), e PBS (G3 e G4). Soro
coletado em quatro pontos ap0ds o desafio com metacestodeos de T. crassiceps nos animais
dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), os animais do grupo G4 nao foram desafiados
(controle negativo). Barra representando a média mais o desvio padrdo. Teste estatistico
ANOVA ou seu correspondente ndo parametrico Teste Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p <
0.001, *** p < 0.0001.
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Figura 21. Porcentagem de neutréfilos, apresentada como média e desvio padrao,
calculado por contagem em esfregaco sanguineo de camundongos imunizados com
bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48 (G2), e PBS (G3 e G4). Soro
coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos de T. crassiceps nos animais
dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), os animais do grupo G4 nao foram desafiados
(controle negativo). Barra representando a média mais o desvio padrdo. Teste estatistico
ANOVA ou seu correspondente ndo paramétrico Teste Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p <
0.001, *** p < 0.0001.
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Figura 22. Porcentagem de eosinofilos, apresentada como média e desvio padréo,
calculado por contagem em esfregaco sanguineo de camundongos imunizados com
bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48 (G2), e PBS (G3 e G4). Soro
coletado em quatro pontos apods o desafio com metacestodeos de T. crassiceps nos animais
dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), os animais do grupo G4 nao foram desafiados
(controle negativo). Barra representando a média mais o desvio padrdo. Teste estatistico
ANOVA ou seu correspondente ndo parametrico Teste Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p <
0.001, *** p < 0.0001.
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Figura 23. Porcentagem de basoéfilos, apresentada como média e desvio padrédo, calculado
por contagem em esfregaco sanguineo de camundongos imunizados com bacteri6fago
mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48 (G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em
quatro pontos apos o desafio com metacestodeos de T. crassiceps nos animais dos grupos
G1, G2 e G3 (controle positivo), os animais do grupo G4 ndo foram desafiados (controle
negativo). Barra representando a média mais o desvio padrdo. Teste estatistico ANOVA ou
seu correspondente ndo paramétrico Teste Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p
< 0.0001.
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Figura 24. Porcentagem de basofilos, apresentada como média e desvio padréo, calculado
por contagem em esfregaco sanguineo de camundongos imunizados com bacteriofago
mCc48 (G1), com peptideo sintetico sCc48 (G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em
quatro pontos ap0s o desafio com metacestodeos de T. crassiceps nos animais dos grupos
G1, G2 e G3 (controle positivo), os animais do grupo G4 nao foram desafiados (controle
negativo). Barra representando a média mais o desvio padrdo. Teste estatistico ANOVA ou
seu correspondente ndo paramétrico Teste Kruskal-Wallis. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p
< 0.0001.

O G1, em relacdo aos valores absolutos, apresentou um aumento progressivo de
todos os tipos de leucdcitos avaliados, com uma média geral de 0% de basofilo, 4% de
eosinofilos, 15% de monocitos, 24% de neutrdfilo e 57% de linfocitos.

Avaliando os valores absolutos no G2, verifica-se diferentes padrbes para o0s tipos
de leucdtcitos avaliados. Neutrofilo e monocito apresentam o mesmo comportamento,
aumentando até o ponto 45 dpi seguindo de uma queda na producdo no ponto 60 dpi.
Eosinofilo apresenta dois picos de aumento nos pontos 15 dpi e 45 dpi. Basofilo apresenta
0 maior valor no ponto 15 dpi e depois apresenta um decréscimo continuo até o ponto 60
dpi. Linfécito apresenta o maior pico de producdo no ponto 30 dpi. Em relacdo a
porcentagem, baséfilo apresenta um maior valor de 6% no ponto 15 dpi, eosinéfilo
apresenta uma pequena varia¢do entre 0s pontos com um média geral de 2%, mondcito
apresenta a maior porcentagem no ponto 45 dpi (26%) e a menor no ponto 60 dpi (2%),

neutréfilo apresenta uma variagdo com valores de 14% nos pontos 15 dpi e 60 dpi e 26%
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em 30 dpi e 45 dpi, linfocito apresenta os maiores valores nos pontos 15 dpi (60%) e 60
dpi (84%).

No G3 também verifica-se alteracBes nos padrbes de producdo de leucdcitos.
Neutréfilo, mondcito e basofilo apresentam uma queda no ponto 45 dpi. A producéo de
eosinofilo diminui progressivamente nos pontos 45 dpi e 60 dpi. A contagem de linfécitos
apresenta um aumento progressivo a partir do ponto 15 dpi. Analisando a porcentagem,
nota-se diferentes padrdes, baséfilo apresenta pouca variacdo entre 0s pontos com uma
média geral de 0%, eosindfilo mantém-se constante até o ponto 45 dpi (5%) seguido de
uma queda no ponto 60 dpi (1%), mondcito permanece constante até o ponto 30 dpi (21%)
com progressiva queda a partir do ponto 45 dpi e apresentando o menor valor no ponto 60
dpi (5%), 0 mesmo acontece com neutrofilo que mantém-se constante até o ponto 30 dpi
(28%) com posterior diminuicdo e atingindo o menor valor no ponto 60 dpi (17%),
linfocito aumenta progressivamente com maior valor no ponto 60 dpi (77%).

O G4 apresenta variaches nos valores totais dos leucdcitos. Basofilo s é
visualizado a partir do ponto 45 dpi com aumento no ponto 60 dpi. Eosindfilo e neutréfilo
apresentam maiores valores nos ponto 30 dpi e 45 dpi. Mondcito tem um aumento
progressivo até o ponto 30 dpi, seguido por uma queda no 45 dpi que permanece constante
no ponto 60 dpi. Linfécito apresenta uma queda no 45 dpi. Em relacdo a porcentagem,
basofilo permanece constante com uma média geral de 0%, eosinéfilo tem um aumento
progressivo até o ponto 45 dpi (5%) seguido por uma queda (1%) e 0 mesmo acontece com
neutrofilo com 37% em 45 dpi e 17% em 60 dpi, mondcito apresenta maior porcentagem
no ponto 30 dpi, e o linfécito apresenta as maiores porcentagens nos ponto 15 dpi (64%) e
60 dpi (77%).

Foi realizada a correlacdo entre a contagem de metacestodeos e 0s valores para
cada tipo de leucdcito analisado. O G1 foi o grupo com maiores correlacdes, apresentando
correlacdes positiva nos pontos 15 dpi, 30 dpi e 60 dpi, principalmente mondcito,

neutrofilo e linfécito, apenas no ponto 30 dpi houve correlagcdo com eosinofilo (Figura 25).
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Figura 25. Correlacdo em relacdo ao numero de leucocitos e de metacestodeo de T.
crassiceps, no grupo G1, imunizado com bacteriofago mCc48 e desafiado com
metacestodeos de T. crassiceps. A: correlacdo entre nimero de mondcito e de cisticerco no
ponto 15 dpi. B: correlagdo entre nimero de linfécito e de cisticerco no ponto 15 dpi. C:
correlacdo entre nimero de mondcito e de cisticerco no ponto 30 dpi. D: correlacdo entre
namero de neutréfilo e de cisticerco no ponto 30 dpi. E: correlagdo entre nimero de
eosindfilo e de cisticerco no ponto 30 dpi. F: correlacdo entre nimero de linfocito e de
cisticerco no ponto 30 dpi. G: correlacdo entre nUmero de mondcito e de cisticerco no
ponto 45 dpi. H: correlacdo entre nimero de neutréfilo e de cisticerco no ponto 45 dpi. I:
correlacdo entre numero de linfocito e de cisticerco no ponto 45 dpi. dpi = dias ap0Os
infeccdo. Teste estatistico de correlagdo de Pearson ou seu correspondente ndo paramétrico
Teste de correlacdo de Spearman.

No G2 foi verificada correlacdo significante entre a contagem de metacestodeos e a
producdo de mondcitos e basoéfilos no ponto 30 dpi, e com linfécito no ponto 45 dpi
(Figura 26).
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Figura 26. Correlacdo em relacdo ao nimero de leucécitos e de metacestodeos de T.
crassiceps, no grupo G2, imunizado com peptideo sintético sCc48 e desafiado com
metacestodeos de T. crassiceps. A: correlacdo entre nimero de mondcito e de cisticerco no
ponto 30 dpi. B: correlacdo entre nimero de basofilo e de cisticerco no ponto 30 dpi. C:
correlacdo entre nimero de linfocitos e de cisticerco no ponto 45 dpi. dpi = dias apds
infeccdo. Teste estatistico de correlacdo de Pearson ou seu correspondente ndo parameétrico

Teste de correlagéo de Spearman.

A anélise no G3 revelou correlagdo somente entre metacestddeos e monocitos no

ponto 15 dpi (Figura 27).
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Figura 27. Correlacdo em relacdo ao nimero de mondcitos e de metacestodeos de T.
crassiceps, no grupo G3, imunizado com PBS e desafiado com metacestédeos de T.
crassiceps (controle positivo), no ponto 15 dpi. dpi = dias ap0s infeccdo. Teste estatistico
de correlacdo de Pearson ou seu correspondente ndo paramétrico Teste de correlacdo de

Spearman.

4.7. Reacdo de imunofluorescéncia indireta
Para confirmar a reatividade dos anticorpos contra 0os metacestdédeos, 0s soros dos

animais de cada grupo nos quatro pontos de analise (15, 30, 45 e 60 dpi) foram avaliados
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por imunofluorescéncia indireta utilizando sec¢des da forma metacestddea de T. crassiceps
e T. solium como antigenos da reag&o.

A distribuicdo dos anticorpos da classe 1gG dos animais dos grupos G1, G2 e G3
nos metacestodeos de T. crassiceps ndo apresentou regularidade, verificando ligagdo tanto
na membrana quanto no interior do cisticerco (Figura 28). Para T. solium a ligacdo
concentrou-se na regido da membrana dos metacestddeos (Figura 29).

Os soros dos grupos G1, G2 e G3 apresentaram reatividade com os metacestédeos
de ambas espécies testadas. No entanto o G1 e G2 apresentaram uma reatividade maior
com os metacestddeos de T. solium verificada pela intensidade visualizada na reacdo de
imunofluorescéncia (Figura 29) e G3 com metacestddeos de T. crassiceps (Figura 28). O

G4 ndo apresentou reatividade com nenhuma das espécies.

15 dpi 30 dpi 45 dpi 60 dpi

Figura 28. Imunofluorescéncia indireta do metacestodeos de T. crassiceps com soro de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), os animais do
grupo G4 ndo foram desafiados (controle negativo). Foi utilizado anti-lgG de camundongo
marcado com FITC, e a visualizacdo foi realizada em microscopia de fluorescéncia. dpi =
dias apds infec¢éo.



65

15 dpi 30 dpi 45 dpi 60 dpi

Figura 29. Imunofluorescéncia indireta do metacestédeos de T. solium com soro de
camundongos imunizados com bacteriofago mCc48 (G1), com peptideo sintético sCc48
(G2), e PBS (G3 e G4). Soro coletado em quatro pontos apds o desafio com metacestodeos
de T. crassiceps nos animais dos grupos G1, G2 e G3 (controle positivo), 0s animais do
grupo G4 ndo foram desafiados (controle negativo). Foi utilizado anti-lgG de camundongo
marcado com FITC, e a visualizagéo foi realizada em microscopia de fluorescéncia.

4.8. Andlise pelo BLAST

N&o foram encontradas homologias completas entre o peptideo selecionado e a as
proteinas do banco de dados do BLAST, nas investigacOes realizadas nas pelo BLASTp.
Os peptideos apresentaram similaridade com algumas proteinas de T. crassiceps e T.

solium. A Tabela 4 apresenta as principais proteinas encontradas na pesquisa pelo BLAST.
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Tabela 4. Alinhamento das sequéncias proteicas dos peptideos selecionados com proteinas
armazenadas no banco de dados do GeneBank pelo BLAST.

Espécie Proteinas do BLAST N°. de Acesso

T. crassiceps  RNA polymerase 11, partial CBH32902.1
c-jun AAS88552.1
NADH dehydrogenase subunit 1 NP_066235.2
NADH dehydrogenase subunit 3 NP_066236.2

T. solium putative nucleoside triphosphate kinase CAD21552.1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit Q6RWA9.1
alpha
paramyosin AATO94289.1
c-jun AAS88553.1
NADH dehydrogenase subunit 1 ABJ96486.1
NADH dehydrogenase subunit 1 ABK79076.1
truncated NADH dehydrogenase subunit 1 AAL60137.1
NADH dehydrogenase subunit 1 NP_659231.1
putative RNA polymerase subunit CAD21547.1
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5. DISCUSSAO

A cisticercose ¢ uma doenca altamente prevalente e sua forma neuroldgica, NC,
provoca uma doenca grave em humanos, sendo, um problema de saude significativo,
principalmente na América Latina, América Central, Africa sub-saariana, India, Sudeste
Asiético, China. Cisticercose e hidatidose (equinococose) estao listadas pela Organizacdo
Mundial de Salde entre as principais doengas tropicais negligenciadas, que correspondem
a um grupo de infeccdes tropiais que séo especilamente endémicas em populagdes de baixo
nivel sdcio-econdmico em regides subdesenvolvidas ou em desenvolvimento na Africa,
Asia e Américas (WHO, 2010; HOTEZ et al., 2013). A eliminagio bem sucedida da
cisticercose provavelmente vai exigir que a prevaléncia da teniase humana e da cisticercose
suina atinjam o nivel zero (HANDALI; PAWITAN, 2012). Estratégias para a eliminagao
da cisticercose incluem o desenvolvimento social, o tratamento em massa dos casos de
teniase, tratamento de suinos e desenvolvimento de uma vacina eficaz, estavel e de baixo
custo (MANOUTCHARIAN et al., 2004; GARCIA et al., 2007).

Optou-se por iniciar o estudo com camundongos com idades entre 5 a 7 semanas,
considerados adultos, pois 0s animais jovens possuem determinadas caracteristicas de
producdo de citocinas que poderiam influenciar na resposta imunoldgica da imunizacao,
entre essas caracteristicas estdo maior producéo de IL-4, producédo discreta de IFN-gama e
auséncia de IL-12. Os camundongos adultos, com o sistema imune totalmente
desenvolvido, apresentam maior producédo de IL-12 e IFN-gama, que polarizam para um
resposta do perfil Th1 (PELIZON et al., 2007).

O mimotopo Cc48, selecionado anteriormente (MANHANI et al.,, 2009), foi
utilizado expresso em fago (mCc48) e como peptideo sintético (sCc48) no controle da
cisticercose murina por T. crassiceps. Os resultados demonstraram que o peptideo testado
induziu uma resposta protetora eficaz, pois 0s animais que receberam sCc48 apresentaram
uma reducdo no nimero de metacestdédeos recuperados, e houve um aumento significativo
na porcentagem de animais protegidos, nos quais ndo houve o desenvolvimento de
metacestodeos. Adicionalmente, os resultados da versdo com mCc48 demonstraram um
aumento no desenvolvimento da doenca, verificado pelo elevado nimero de metacestodeos
recuperados nos animais que receberam esse antigeno. Os resultados alcancados nesse
estudo podem ser comparados com os resultados de estudos semelhantes. NC-1 mimotopo

de T. solium acoplado a albumina bovina induziu protecdo de 74% no modelo murino
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(CAPELLI-PEIXOTO et al., 2011). O peptideo GK-1 de T. crassiceps atingiu uma taxa de
protecdo de 64,7%, e a taxa aumentou para 91,8 e 96%, quando os animais foram
sensibilizados com GK-1 co-administrado com Brucella lumazina sintase (BLS) como um
adjuvante e com BLS como um transportador, respectivamente (FRAGOSO et al., 2011).
Baig et al. (2006) demonstraram que camundongos BALB/c imunizados com cisteina
protease de T. solium tiveram uma reducdo de 72% na carga parasitaria. A imunizacéo de
camundongos com paramiosina de T. solium (TPmy) recombinante resultou em reducdo de
52% na carga parasitaria (VAZQUEZ-TALAVERA et al., 2001). A vacina S3Pvac
composta por trés peptideos sintéticos de T. crassiceps, KETcl2, KETcl e GKI,
demonstrou induzir protegdo contra cisticercose murina experimental, sendo que KETcl
apresentou 66,7%-100% de protecdo e KETc12 induziu uma protecdo de 52,7%-88,1%
(TOLEDO et al., 1999; TOLEDO et al., 2001; RASSY et al., 2010). PT1, antigeno
construido a partir do antigeno KETc7 de T. crassiceps, foi testado expresso na superficie
do fago M13 (Plgphage) e como peptideo livre (PT1) para imunizar camundongos contra
cisticercose experimental, cerca de 57% dos animais imunizados com Plgphage e 50%
daqueles com peptideo PT1 ndo desenvolveram metacestddeos, e com uma reducdo na
carga de parasitaria nos animais que apresentaram metacestodeos (MANOUTCHARIAN
et al., 1999). O peptideo do presente estudo, sCc48, alcancou a taxa maxima de proteccdo
de 90,0% e eficacia de 98,0%, 60 dias ap0s o desafio, sendo esse resultado semelhante ou
mesmo superior ao de outros peptideos, antigenos purificados ou recombinantes, com
algumas vantagens, pois é composto por apenas um peptideo de 12 aa, que nédo esta ligado
a qualquer outra molécula e administrado com um adjuvante acessivel.

Os resultados alcancados pela mCc48, expresso no M13, podem estar relacionados
com o processo utilizado na inativacdo do fago. O método escolhido para a inativacdo do
fago foi através de aplicacdo de UV. De acordo com Samoylova et al. (2012) exposicdo a
UV resulta na completa inativacdo de fagos, porém estes mantém sua capacidade de
estimular producdo de IgG, em oposicdo a inativacdo pelo calor, quando ha pouca ou
nenhuma resposta imunoldgica, provavelmente devido a destruicdo das particulas do fago.
O fago utilizado no presente estudo demonstrou elevada producéo de anticorpos IgG, mas
ndo houve a inducdo da protecdo. Uma possivel explicacdo é que a inativacdo por UV
mantém a capacidade de estimular respostas imunoldgicas semelhantes a do fago
infeccioso vivo (SAMOYLOVA et al., 2012). Gorski et al. (2012) ao estudarem a biologia

dos fagos verificaram que embora seus hospedeiros naturais sejam bactérias, eles também
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podem interagir com algumas populagdes de células de mamiferos, especialmente células
do sistema imunoldgico, induzindo a geracéo de anticorpos especificos contra antigenos de
fagos, mas também possuem capacidade de estimular a producéo de anticorpos contra 0s
antigeno ndo relacionados aos mesmos.

IgM é um anticorpo pentamérico, e o primeiro anticorpo a ser produzido apo6s o
primeiro contato com a antigeno e possue pouca capacidade de neutralizacdo, participa da
via classica do sistema complemento. IgG é uma molécula monomérica, o anticorpo
predominante no sangue, participa da opsonizacdo de antigenos, ativacdo do sistema
complemento e tem alta capacidade de neutralizacdo. A producdo de IgG é fundamental
para que haja memdria imunoldgica, isto é, para que, ap0s nova exposicdo a0 mesmo
antigeno, haja resposta rapida com elevada concentragéo de anticorpos. IgA € um anticorpo
dimérico, predominante nas secrecGes externas, sendo uma importante defesa contra
infeccdes respiratdrias e gastricas. IgE € um anticorpo monomerico com importante papel
na protecdo contra alguns parasitos, principalmente helmintos, e também esta presente em
casos de hipersensibilidade imediata (COICO; SUNSHINE, 2010). A presenca de IgM no
G1 pode estar relacionada com o desenvolvimento de uma doenca aguda contra um
antigeno que o organismo nao havia tido contato anteriormente, isso pode evidenciar que a
apresentacdo do peptideo mCc48 ndo foi eficiente, 0 que ndo gerou a producdo de
anticorpos especificos. No caso de G3 a presenca de IgM foi verificada até o ponto 45 dpi,
podendo-se sugerir que a partir desse ponto a infeccdo passa para um curso crénico. A
elevada producdo de IgG no G1, em compara¢do com 0S outros grupos, possivelmente
deve-se ao desenvolvimento da infeccdo. A presenca de IgE, provavelmente esta
relacionada com o desenvolvimento dos metacestodeos, visto que foi encontrada
principalmente nos grupos G1 e G3. Houve uma discreta deteccdo de IgA em todos 0s
grupos, essa producdo provavelmente esta relacionada com o local de desenvolvimento dos
metacestddeos, a cavidade abdominal que é revestida pelo periténio, uma membrana, e IgA
é produzido por esse tipo de tecido, porém a maior parte de IgA é secretada e uma parte
circula no sangue. Pode-se também sugerir um envolvimento de IgA nos resultados de
recuperacdo dos parasitos, pois nos pontos com maiores quantidades de metacestodeos
houve um baixa ou nenhuma deteccdo de IgA.

Verificou-se que tanto em G1 quanto em G2 o aumento no numero de cisticerco
relacionou-se com a diminui¢cdo em IgG, em alguns pontos, e essa correlagdo também foi

verificada para IgM no G1, no ponto 45 dpi. Apesar de ndo ter sido estabelecida uma
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correlacdo significativa com IgA e IgE, a presencga desses anticorpos foi maior nos pontos
onde a eficacia dos compostos testados foi menor.

Nesse estudo também foi avaliado a avidez de anticorpos 1gG gerados no ultimo
ponto de andlise, e verificou-se que o G1 produziu IgG majoritariamente de baixa avidez,
enquanto G2 produziu IgG de alta avidez. A avidez € desighada como a energia de ligacéo
entre anticorpos e um antigeno, e esta associada a afinidade do anticorpos que € a constante
de associacdo que caracteriza a ligacdo de um anticorpos com um epitopo. Assim, quanto
maior for a afinidade do anticorpos pelo seu antigeno, maior a avidez da interacdo
antigeno-anticorpo (COICO; SUNSHINE, 2010). Dessa forma, anticorpos com maior
avidez tendem a precisar de maior energia para se dissociar do antigeno, o que incrementar
0 desenvolvimento de uma imunidade protetora.

Para melhor caracterizar o tipo de resposta imunologica gerada ap6s a imunizacao,
verificou-se a presenca de INF-gama e 1L-4 nos soros dos camundongos, através de Kits de
ELISA. O INF-gama foi detectado apenas em alguns animais, e para IL-4 apesar da
deteccdo ter sido maior, ndo houve diferenca estatisticas entre os grupos. A observacdo das
figuras referentes a essas duas citocinas, indicam que a IL-4 foi detectada no soro mesmo
na auséncia do desenvolvimento de metacestdédeos. Citocinas sdo moléculas proteéicas,
glicosiladas ou ndo, que enviam diversos sinais estimulatorios, modulatérios ou mesmo
inibitorios para as diferentes células do sistema imunolégico. O IFN-gama tem com
principal atividade a imunomodulacéo, participando também da inibicdo da proliferacdo de
células que sintetizam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, estimula a producéao de receptores de
alta afinidade para 1gG (FcgRlI), sendo um indutor do perfil de resposta imunologica Thl
(COICO; SUNSHINE, 2010). A IL-4 é uma citocina sintetizada por células Th2, entretanto
as células Thl também podem produzi-la em quantidades menores (LE et al., 1988). A
atividade principal da IL-4 é determinar o perfil da resposta imune em Th2, aumentar a
expressdo de receptores de alta afinidade para IgE (FceRI) em mastocitos e basofilos, nas
células B estimula a sintese principalmente de IgE e de 1gGl, sendo seu efeito
antagonizado por IFN-gama. Células Thl favorecem o desenvolvimento de resposta imune
celular, estdo envolvidas principalmente na defesa contra patdgenos intracelulares e sao
caracterizadas pela secrecdo de IFN-gama e linfotoxina. Por outro lado, células Th2
favorecem o desenvolvimento de resposta imune humoral, ativam a defesa contra
patdgenos extracelulares e sdo caracterizadas pela secrecéo de IL-4, IL-5 e IL-13 (COICO;

SUNSHINE, 2010). Dessa forma esperava-se uma elevada producdo de IL-4 nos animais
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infectados, porém neste estudo, a heterogeneidade na producdo das citocinas estudadas
pode indicar que nem todos os camundongos imunizados e/ou infectados apresentam um
padréo definido de baixa ou alta produgédo dessas citocinas. A determinacdo de citocinas
circulantes no sangue indica que o comportamento imunoldgico do animais G1, que
apresentaram os maiores indices de infecgdo, se direciona para um perfil Th2.

Os mecanismos imunoldgicos responsaveis pela resisténcia e susceptibilidade a
cisticercose nao estdo completamente esclarecidos. Os helmintos desenvolveram
mecanismos complexos e versateis para conseguirem evadir a resposta imunoldgica dos
hospedeiros (PEON; ESPINOZA-JIMENEZ; TERRAZAS, 2013). Infecgbes por helmintos
induzem respostas imunes polarizadas do tipo Th2 (GAUSE; URBAN; STADECKER,
2003). Esse perfil caracteriza-se pela secrecdo de altos niveis de citocinas anti-
inflamatorias, principalmente IL-4 e IL-13, elevados niveis de LT CD4+ Th2 e T
regulatorio, recrutamento e ativacdo de LB produtores de 1gG1 e IgE, eosinofilia, basofilia
e mastocistose (ANTHONY et al., 2007). No entanto, a afirmacéo de que helmintos licitam
um perfil de resposta Th2 nem sempre € precisa, principalmente quando os parasitas estao
localizados em tecidos extra-intestinais (RODRIGUEZ-SOSA et al. 2002).

Camundongos Balb/c utilizados no modelo experimental para cisticercose com T.
crassiceps produzem uma acentuada resposta imunoldgica de perfil Th2, e observacdes
sugerem que a resisténcia a T. crassiceps esta associada com o desenvolvimento de perfil
Thl (ALONSO-TRUJILLO et al., 2007; FREITAS et al., 2012; PEON; ESPINOZA-
JIMENEZ; TERRAZAS, 2013). No entanto, a resposta imune do Balb/c durante a
cisticercose experimental possui um perfil misto Th1-Th2 (TOENJES et al., 1999;
SPOLSKI et al., 2000). No estagio inicial de doenca murina por T. crassiceps, hd uma
resposta Thl transitoria, com niveis aumentados de IL-2, INF-gama, presenca de resposta
antigeno especifica, hipersensibilidade tardia e 1gG2a associado com baixa taxa de
reproducdo do parasito. Com a progressdao da doenca, segue uma resposta Th2 mais
permanente, caracterizada por altos niveis de IL-4, IL-6, IL-10, IgG2b e 1gG1, relacionada
com aumento nas taxas de reproducdo dos metacestodeos (TERRAZAS et al., 1998). No
entanto ndo foi verificado correlacdo entre uma resposta proliferativa e a producdo de INF-
gama, 0 mesmo ocorreu no estudo de MANOUTCHARIAN et al. (1999), e é interessante
notar que nesse estudo a imunizacdo também foi realizada com adjuvante de Freund. A
imunizacdo de antigenos proteicos com adjuvante completo de Freund (ACF) resulta em

respostas celulares Thl e Thl7 depentende do componente micobacteriano
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(SHENDEROQV et al., 2010). Em contraste, os efeitos desse adjuvante na resposta humoral
independe de respostas inflamatorias (GAVIN et al.,, 2006). Embora o componente
micobacteriano de ACF desempenhe um papel importante na estimulacdo da imunidade
mediada por células, a emulsificacdo de antigenos em éleo de parafina ou de surfactante,
ou seja, 0 adjuvante incompleto de Freund, pode aumentar substancialmente as respostas
de anticorpos (MOREIRA et al., 2008). No entanto, porque estas emulsdes sdo susceptiveis
de causar danos celulares apos a injeccdo, especula-se que os sinais enddgenos libertados
durante a morte celular por necrose pode também contribuir para a sua atividade adjuvante
(COFFMAN et al., 2010). Nesse estudo ha poucas evidéncias do desenvolvimento do
perfil inflamatdrio, associacdo a resisténcia da cisticercose murina, principalmente no
grupo G2, que apresentou os melhores indices de protecdo. No entanto, a auséncia de
deteccdo de IgE nesse grupo leva-se a sugerir um desvio da resposta para o perfil Thl,
apesar de uma sugestiva resposta mista entre Th1l e Th2 nos grupos G1, G2 e G3.

Realizou-se também a contagem total e diferencial de leucdcitos. Comparando-se
com os valores de referéncia (ARAUJO, 2012), o G1 apresentou de forma geral, um
aumento no numero de leucdcitos a partir do ponto 30 dpi, associado a monocitose e
linfocitopenia em relacédo ao percentual em todos os pontos, sendo que no ultimo ponto, 60
dpi, apresentou aumento geral de leucdcitos, sendo que somente baséfilo ndo estava
aumentado. O G2 teve como resultado global uma monocitose, linfopenia em relacdo ao
percentual nos pontos 15, 45 e 60 dpi, no ponto 60 dpi apresentou neutropenia, € no ponto
15 dpi apresentou neutropenia e basofilia. G3 apresentou um quadro geral de monocitose,
com linfopenia nos pontos 15 e 30 dpi, com leucocitose no ponto 60 dpi. G4 atmbem
apresentou um quadro geral de monocitose, com linfocitopenia nos pontos 15, 30 e 45 dpi,
no ponto 45 dpi apresentou ainda uma neutrofilia, e no ponto 60 dpi houve neutropenia. G1
apresentou um perfil na producéo de leucécitos mais semelhante ao de G3, e G2 ao de G4.
Ressalta-se que nos pontos de maior protecdo em G2, 15 e 60 dpi, houve uma diminuicéo
no percentual de neutréfilos (neutropenia), e detecdo de basofilos.

Leucocitose é o aumento no nimero de leucdcitos no sangue, esse aumento pode ou
ndo estar relacionado com o aumentos de alguma classe de leucécito especifica, e
geralmente ocorre devido a um processo inflamatério. Sendo que os casos de leucocitose
observados no estudo ocorreram nos G1 e G3. Neutrofilia, aumento do numero de
neutréfilos, pode estar relacionado com processos inflamatorios agudos e a presenga de

histamina. Monocitose, aumento de mondcitos, esta tradicionalmente associada com
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doenca cronica, particularmente a doencas inflamatdrias crénicas, participando em todos os
tipos de inflamacdo granulomatosa. Eosinofilia, aumento de eosinofilos, é induzida pela
presenca de helmintos multicelulares parasitos. Linfocitose estd mais relacionada com a
presenca de microorganismos intracelulares, mas é um achado clinico incomum e ndo ha
interpretacdo especifica. Causas de basofilia podem ser dermatites alérgicas, eczemas e
reacdes de hipersensibilidade (KERR, 2003; LOPES; BIONDO; SANTQOS, 2007).

Na outra ponta temos 0s casos de diminuicdo de leucdcitos, sendo que encontramos
neutropenia e linfocitopenia. A neutropenia pode estar associada a infeccdo bacteriana
macica e cronica, infeccdo viral e por protozoarios, mas também pode estar relacionada
com algumas drogas e medicamentos. A linfopenia frequentemente acompanha o estresse
de muitas doencas agudas (KERR, 2003; LATIMER; MEYER, 1992).

Para confirmar a reatividade dos anticorpos 1gG contra os metacestddeos, 0s Soros
dos animais de cada grupo nos quatro pontos de analise (15, 30, 45 e 60 dpi) foram
avaliados por imunofluorescéncia indireta utilizando secgdes da forma metacestodea de T.
crassiceps e T. solium. Houve reatividade cruzada do soro dos animais dos grupos G1, G2
e G3 contra as espécies testadas, porem G1 e G2 tiveram uma reatividade maior com 0s
metacestodeos de T. solium, visto que o peptideo utilizado nas imunizacbes foi
selecionado, por phage display, a partir de material obtido de metacestodeos de T. solium
(MANHANI et al., 2011), e G3 foi mais reativo com metacestddeos de T. crassiceps,
possivelmente por terem sido imunizados com PBS e apresentado infec¢do ativa com esse
parasito. A distribuicdo dos anticorpos nos metacestodeos de T. crassiceps ndo apresentou
regularidade, verificando ligacdo tanto na membrana quanto no interior do cisticerco,
porém para T. solium a ligacdo concentrou-se na regido da membrana dos metacestodeos,
indicando que o peptideo selecionado concentra-se nessa regido no caso de T. solium. A
verificacdo de reacdo cruzada entre anticorpos gerados contra metacestodeos de T.
crassiceps com metacestodeos de T. solium foi comprovada anteriormente (ESPINDOLA
et al., 2000; TOLEDO et al., 2001). A reatividade cruzada entre antigenos de T. soliume T.
crassiceps (ESPINDOLA et al., 2000; TOLEDO et al., 2001), assim como também com
antigenos de T. saginata (NUNES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2007), confirmam que 0s
parasitos possuem epitopos em comum e que estdo em quantidade suficiente para serem
utilizados tanto no diagndstico quanto no desenvolvimento de compostos vacinais, pois a

obtencédo de antigenos heterologos é facilitada no caso de estudos em cisticercose.
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O tegumento dos platelmintos, incluindo os cestodas, € constituido de uma
membrana externa formada por um sincicio anucleado e uma membrana interna composta
por tecido muscular (CAPELLI-PEIXOTO et al., 2011). A superficie externa de T.
crassiceps € rica em mitocondrias e enzimas mitocondriais relacionadas com o
metabolismo energético, incluindo a citocromo ¢ oxidase (ZENKA; PROKOPIC, 1986) e
NADH desidrogenase (ZENKA; PROKOPIC, 1987). A mitoc6ndria contém seu proprio
DNA mitocondrial (mtDNA), com genes para RNAs ribossomais (rRNA), RNAs
transportador (tRNA), e proteinas envolvidas na fosforilagdo oxidativa como adenosina
trifosfato subunidades 6 e 8, citocromo b, citocromo ¢ oxidase subunidade 1-3 (Cox1-3) e
NADH desidrogenase subunidades 1-6 e 4L (ND1-6 e 4L). Entre as proteinas codificadas
pelo mtDNA de T. solium estdo a NADH desidrogenase subunidades 2 e a citocromo ¢
oxidase subunidade I (NAKAO; SAKO; ITO, 2003). O gene c-jun, juntamente com c-fos,
esta relacionado com a proliferacdo e diferenciacao celular nesses parasitos (MORALES-
MONTOR et al., 2004). A paramiosina, também conhecida como antigeno B, é expressa
especificamente no estagio de metacestodeo em T. solium (GUO et al., 2007), sendo uma
proteina encontrada no tegumento e masculos com importante papel na sobrevivéncia do
parasito, inibindo a fracdo C1q do sistema complemento, e sua forma recombinante, a
TPmy, induz protecdo na cisticercose murina de até 79% (VARGAS-PARADA;
LACLETE, 2003; SOLIS, VASQUEZ-TALAVERA, LACLETTE, 2004). ATPases
transportadora de Sdédio/Potéssio carregam ativamente o transporte de 3Na+ (fora) e 2K+
(dentro) através da membrana, gerando gradientes quimicos e elétricos, requeridos para
manter o potencial de descanso celular, capacidade de excitacdo dos midcitos e neurdnios
e, em alguns casos, para importacdo de nutrientes como glucose e aminoacidos para dentro
das células. Em T. solium, atividade de ATPase foi encontrada na superficie do cisticerco,
podendo estar relacionada a protecdo do parasito contra respostas mediadas pelo
complemento (WILLMS et al., 2004). Analisando as proteinas as quais o0s peptideos foram
similares, a inativacdo dessas proteinas tem potencial de alguma forma interferir na
viabilidade do cisticerco, reafirmando a utilizacdo do peptideo em ensaios de vacinacao.

Esse conjunto de resultados suporta a possivel eficacia do peptideo sintético sCc48
como um componente para uma vacina contra cisticercose. E a reatividade comprovada
contra metacestodeos de T. solium faz com que esse peptideo possa ser um potencial

composto para vacinagao da cisticercose, e posteriormente de humanos.



75

CONCLUSOES

Em relacdo a geracdo de protecdo dos animais imunizados, houve maior eficécia
para o peptideo sintético sCc48.

Houve uma relativa associacdo do perfil Thl com resisténcia ao desenvolvimento
da cisticercose murina, e de Th2 com susceptibilidade aumentada & doenca.

Houve reatividade cruzada dos anticorpos produzidos nos grupos imunizados e
infectados quando testados com as espécies T. crassiceps € T. solium.

S80 necessarios mais estudos para validacdo do peptideo sintético sCc48 como
composto vacinal para protecdo da cisticercose, utilizando um nimero maior de

animais e outras espécies de tenideos e hospedeiros.
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ANEXO 1
Ktene

Comissdo de Etica em Pesquisa Envolvendo Animais da UFSJ - CEPEA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para uso de animais em experimentagdo n’ 43/2010. sobre
o projeto intitulado “Avalia¢do de peptideos no centrole da cisticercose™, sob a
responsabilidade da Prof®. Cristiane Queixa Tilelli, estd de acordo com o0s Principios
Eticos na Experimentagdo Animal dispostos na Lei Federal n® 11.794, de 08.10.2008, e
foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Envolvendo Animais da UFSJ -

CEPEA em reunido no dia 13 de agosto de 2010.

S0 Jodo del-Rei, 23 de agosto de 2010.

Tlowda dn Yo ;m(dr%(m

Prof® Dr* Leila de Genova Gaya
Presidente da CEPEA
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ANEXO I

Universidade Federal de Uberlardia ®
Pro-Reltoria de Pesguisa e Pos-Gradu:g2o A Nobude

POV LC € Priaetale Plamab ot

M n® 0042012 - NIT
Uberiandia 16 de margo de 2012,
DE. Prof. Fabio de Oliveira
Dirator de Inovagiio e Transferéncia de Tecnokgia

PARA: Prefa. JOlia Maria Costa Cruz
ICEIM

Assunto: Depseilo de Pedido de Patenta (informa)

Prezada Professora,

A Diretora de Inovagdo e Transfer@ncia de Tecnologis, cujamissdo & geir as diretrizes polliticas
de propriedade intelectual, de incvacdo e transferéncia da becnologia na UFU, informa que o
dapdsito do Pedido de Patente de su3 aulora e outros, prolocelado no Instituto Kacicnal da
Propriedads Industrial ~ INP| recebsu despacho, confarme cados:

Patente - PI1006638-1 A2
Inventor{a)  Julia Naria Costa Cruz e outrze
Titulo “Peptiteos Marcadores Das Fases Clinicas Da
e |Neurocieticercoe”
Natureza Patents de Invengio
Data 221112010
Despacho 21 Notificagdo de depdsito de Pedido de
Patents
{Revista RPI n. 2141 17/01/2012)

Nos termos ¢a Led ¢a Propriedade Industnal (Lel n. 9.27986), para que resguards 05 drekcs do
invenice, o processo deve sar mantido sob sigilo por 18 messs, a partir da data do depdsto. Nio
pubkcar na divuigar detalhas da patente neste periodo.

Sclictarmos dar cnca e conhecimeanto acs demais inventonss.

A Agéncia Intelecto acompanhars 3 tramitacdo do procksso, O Cumprmento & prazos &
exigénaias junto 2o INP1

Mais uma vez, goetariamos 08 cumprimenia-los por esta importante inkciative, gee contribui
significativaments para a consolidacio da peequia em noses Universidade.

Cordisimerte,

it

?, Diretor de hovacdo e Transferdncis de Tecnologia

Aghacs Imelecto
Campus Santa Wialoa - Raiota - Ay Jodo Naws @ A, 2121
JB400-302 ~ UBERLANDIA ~ M2
Forw: (34} 3230 8977 - Emat diahooginamo ki br
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Dados morfométricos dos animais grupo 1, imunizados com bacteriéfago Cc48, nos pontos de
desafio e de sacrificios. Pesos expresso em gramas (g) e as outras medidas em centimetros

(cm).
Grupo 1 - dpi 15
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CS.C. T.CT | Animal Peso C.A. T.C.S.C. T.CT
1 216 85 10 18.5 1 246 8.5 11 20
2 24.8 8.5 10.5 19.5 2 27.5 9 10.5 19.5
3 25.5 9 11 20 3 27.3 9 11 19.5
4 23.2 85 10 19 4 258 9.5 10 19
5 25.1 9 11 20 5 26.7 9 10.5 19.5
6 25.1 9 11 20 6 22.4 8 10.5 19
7 244 9 10.5 20 7 259 85 11 20.5
8 25.7 9 10.5 20.5 8 269 85 11 20
9 25.3 9 10.5 19.5 9 26.3 9 11 20
10 25.3 9 10.5 19.5 10 27.6 9 10.5 19
MEDIA 246 8.9 10.6 19.7 | MEDIA 26.1 8.8 10.7 19.6
Grupo 1 - dpi 30
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT | Animal Peso C.A. T.C.S.C. T.CT
1 254 9 11 20 1 28.2 95 11 19.5
2 239 85 10.5 20 2 315 10 11 20.5
3 23.7 9 10 19 3 284 10 10.5 19.5
4 247 8.5 11 20 4 323 95 11 20.5
5 24.2 9 10 19.5 5 264 9.5 11 20
6 24.1 9 10.5 19 6 25.1 85 10.5 19.5
7 24.8 9 10 19 7 265 8.5 10.5 19.5
8 24.9 9 10 18.5 8 24.4 8 10 19.5
9 24.2 9 10.5 20 9 25.3 9 10.5 19.5
10 N.C. N.C. N.C. N.C. 10 N.C. N.C. N.C. N.C.
MEDIA 244 8.9 10.4 19.4 MEDIA 276 9.2 10.7 19.8
Grupo 1 - dpi 45
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT | Animal Peso C.A. T.C.S.C. T.CT
1 23 8.5 10.5 19 1 36.8 10.5 10.5 19.5
2 26.1 9 11 20 2 294 95 10.5 20
3 23.1 85 10.5 19.5 3 322 95 10.5 19.5
4 246 85 10.5 19 4 25 8.5 10.5 19
5 23.9 9 10.5 19.5 5 25 8.5 10.5 19
6 226 85 10.5 19 6 423 115 11 20.5
7 25.1 9 10.5 19.5 7 38.7 115 11 20.5
8 24.7 9 11 20 8 371 115 10.5 19.5
9 234 9 10 19 9 371 11 10.5 19.5
10 246 8.5 11 19.5 10 39.3 115 10.5 19
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MEDIA 241 88 106 194 |MEDIA 343 104  10.6 19.6
Grupo 1 - dpi 60
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT | Animal Peso C.A. T.C.S.C. T.CT
1 255 9 10.5 19.5 1 50.5 12 10 18
2 243 9 10 19.5 2 446 12 10.5 19
3 234 9 10.5 19 3 458 11 10.5 19.5
4 244 9 10.5 20 4 455 11 10.5 19
5 224 85 10 18.5 5 418 115 105 19
6 236 9 10 19 6 476 12 11 19
7 258 9 11 20 7 395 11 11 19
8 233 85 10.5 19.5 8 375 11 10.5 20
9 245 9 11 19 9 406 12 11 20
10 251 9 11 19.5 10 384 12 11 20
MEDIA 242 89 10.5 19.4 | MEDIA 432 116 107 19.3

dpi = dias ap0s infeccéo.

N.C. = ndo consta.
C.A. = circunferéncia abdominal.
T.C.S.C. =tamanho corporal sem a cauda.
T.C.T =tamanho corporal total.
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Dados morfométricos dos animais grupo 1, imunizados com bacteriéfago Cc48, nos pontos de
desafio e de sacrificios. Pesos expresso em gramas (g) e as outras medidas em centimetros
(cm).

Grupo 2 - dpi 15

DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CS.C. T.CT Animal Peso C.A. T.C.S.C. T.CT
1 219 95 9.5 18.5 1 27.1 10 115 20.5
2 25,6 85 10 19 2 235 95 11 20.5
3 238 9 10 19.5 3 242 95 10 19
4 25 85 10 20 4 253 95 10.5 18
5 245 85 10.5 19 5 25.7 9.5 10.5 19.5
6 243 85 10 18.5 6 23.7 95 10.5 19.5
7 25.3 7 10.5 19.5 7 25.2 9.5 10 20
8 22.7 8.5 9.5 19 8 23.4 9 10.5 20
9 26 85 11 19.5 9 245 95 10 19.5
10 247 8.5 9 18.5 10 242 95 10 19
MEDIA 244 85 10 19.1 MEDIA 247 95 10.5 19.6
Grupo 2 - dpi 30
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT Animal Peso C.A. T.C.S.C. T.CT
1 248 7.5 10 18.5 1 24.8 8 10 18.5
2 245 7 9.5 18 2 27.7 10 11 20
3 232 7 9 18 3 237 75 10 18.5
4 254 75 9 18 4 26.3 8 10.5 19.5
5 258 7.5 10 18 5 28 10 11 19
6 242 7 9 17.5 6 25 8 10 18.5
7 242 75 10 18.5 7 27 10 11 19
8 236 7.5 10 18 8 25.5 8 11 19
9 244 7 9 17 9 24.6 8 10 18
10 231 75 9 18 10 25.1 85 10.5 19
MEDIA 243 7.3 9.5 18.0 MEDIA 258 8.6 10.5 18.9
Grupo 2 - dpi 45
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CS.C. T.CT Animal Peso CA. T.CSC. T.CT
1 234 7 9 18 1 347 105 11 19
2 26 7 9.5 18.5 2 28.4 9 10.5 19
3 229 7 9 17 3 25.6 8 10.5 19
4 25 75 9 18 4 278 8.5 10.5 19
5 244 6.5 9 18 5 24.9 9 10 18.5
6 246 7 9 17.5 6 25.6 8 10.5 18.5
7 243 7 10 18.5 7 265 8.5 10.5 18.5
8 248 7.5 10 19 8 253 85 11 19
9 254 75 10 19 9 25,8 8.5 10.5 19.5
10 234 7 9 18 10 N.C. N.C. N.C. N.C.
MEDIA 244 7.1 9.4 18.2 MEDIA 272 87 10.6 18.9

Grupo 2 - dpi 60
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DESAFIO SACRIFICIO

Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT Animal Peso C.A. T.C.S.C. T.C.T
1 259 85 8.5 18.2 1 273 10 10 19
2 26.7 85 8.5 18.2 2 224 8 10 20
3 26.9 85 8.5 18.2 3 247 85 9.5 20
4 238 85 8.5 18.2 4 223 9 9.5 19
5 241 85 8.5 18.9 5 25.2 85 9.5 19
6 24 85 8.5 18.9 6 251 95 10 20
7 236 85 8.5 18.9 7 261 9 10 19
8 233 85 8.5 18.9 8 269 9 9.5 20
9 242 85 8.5 19 9 244 9 10 20
10 26 9.8 10 19.7 10 248 85 9.5 19.5

MEDIA 249 8.63 8.65 18.71| MEDIA 249 89 9.8 19.6

dpi = dias apds infecgéo.

C.A. = circunferéncia abdominal.
T.C.S.C. =tamanho corporal sem a cauda.
T.C.T =tamanho corporal total.

N.C. = ndo consta.
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Dados morfométricos dos animais grupo 1, imunizados com bacteriéfago Cc48, nos pontos de
desafio e de sacrificios. Pesos expresso em gramas (g) e as outras medidas em centimetros

(cm).
Grupo 3 - dpi 15
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CS.C. T.CT | Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT
1 27 8 10 20 1 23.6 9 10.5 19.5
2 22.5 8 10 19 2 26.1 10 10.5 19
3 25.9 9 10.5 20.5 3 27.7 85 11 20
4 21 8.5 9.5 18.5 4 29.2 95 10.5 20
5 24.2 9 10.5 20.5 5 276 95 10.5 20.5
6 26 10 10.5 20 6 27.2 95 11 20.5
7 248 95 10.5 20 7 296 95 11 20
8 224 85 10 19 8 27.2 95 11 20
9 25.1 9 10.5 19.5 9 23.7 95 10.5 19
10 26 8.5 10.5 19.5 10 26.2 95 10.5 19.5
MEDIA 245 88 10.3 19.7 | MEDIA 268 94 10.7 19.8
Grupo 3 - dpi 30
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT | Animal Peso CA. T.CS.C. T.CT
1 22.6 8 10 20 1 25.5 9 10.5 19
2 27.2 8 10 19 2 32 115 10.5 20
3 24.2 9 10.5 20.5 3 271 95 10.5 19.5
4 23 8.5 9.5 18.5 4 28.3 105 11 20
5 23.6 9 10.5 20.5 5 26.3 95 10.5 20
6 245 10 10.5 20 6 31.2 10 11 20
7 249 95 10.5 20 7 32.7 115 11 20.5
8 22.6 85 10 19 8 30.8 10.5 11.5 20
9 21.9 9 10.5 19.5 9 29.8 11 11 20.5
10 244 85 10.5 19.5 10 271 11 10.5 19.5
MEDIA 239 838 10.3 19.7 MEDIA 29.1 10.4 10.8 19.9
Grupo 3 - dpi 45
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CS.C. T.CT | Animal Peso CA. T.CSC. T.CT
1 26.2 7 10 18.5 1 264 85 11 20.5
2 25.7 7 10.5 20 2 25.3 8 10 19.5
3 26.5 8 10.5 19.5 3 27.9 9 10 19
4 258 75 10 19 4 26.6 9 10 19
5 25.9 7 10.5 21 5 27.3 85 10 19
6 237 15 10 19.5 6 27.1 9 10 19
7 241 75 10.5 19.5 7 27.6 9 11 20
8 23.2 8 10 19.5 8 27.4 9 11 20.5
9 23.1 7 10 20 9 26.3 9 10 20
10 25.9 7 10.5 20 10 27.8 9 11 20
MEDIA 250 74 10.3 19.7 MEDIA 27.0 88 10.4 19.7
Grupo 3 - dpi 60
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DESAFIO SACRIFICIO

Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT
1 26 85 10.5 20.5 1 264 9 11 20.5
2 253 8 10.5 20 2 245 95 10 19.5
3 253 8 10.5 19.5 3 271 9 10 20
4 242 85 10.5 19.5 4 275 9 10.5 21
5 256 9 10.5 20 5 264 85 10.5 20
6 245 85 10.5 20.5 6 236 9 9.5 19.5
7 269 95 11 21 7 282 9 10.5 20.5
8 217 8 10 19 8 326 12 9.5 19
9 241 8 10.5 20 9 249 85 9 19
10 231 8 10.5 19.5 10 31.1 10 10.5 20

MEDIA 247 8.4 10.5 20.0 | MEDIA 272 94 10.1 19.9

dpi = dias apds infecgéo.
C.A. = circunferéncia abdominal.

T.C.S.C. =tamanho corporal sem a cauda.
T.C.T =tamanho corporal total.
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Dados morfométricos dos animais grupo 1, imunizados com bacteriéfago Cc48, nos pontos de
desafio e de sacrificios. Pesos expresso em gramas (g) e as outras medidas em centimetros
(cm).

Grupo 4 - dpi 15

DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CS.C. T.CT. | Animal Peso C.A. T.C.S.C. T.CT
1 25.8 9 10.5 19.5 1 29 8.5 11 20.5
2 22.6 85 11 20 2 27.6 9 10.5 19.5
3 26.6 9 11 20.5 3 247 85 10.5 19.5
4 24 9 11 20 4 24.8 9 10.5 19.5
5 25.7 9 11 20 5 26.7 9 10.5 19.5
6 27 9 10.5 20 6 27.3 9 10.5 20.5
7 26.5 9 10.5 20 7 27.6 9 10.5 20
8 25.3 9 11 19.5 8 26.1 8 10.5 20
9 23.2 8 10.5 19 9 246 85 10.5 19.5
10 N.C. N.C. N.C. N.C. 10 N.C. N.C. N.C. N.C.
MEDIA 252 8.8 10.8 19.8 | MEDIA 265 8.7 10.6 19.8
Grupo 4 - dpi 30
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso C.A. T.CS.C. T.C.T | Animal Peso C.A. T.C.S.C. T.CT
1 26 8.5 11 20 1 25.3 8 10.5 19.5
2 26 8.5 10.5 20 2 271 95 11.5 20.5
3 23.4 9 10.5 19.5 3 285 95 11.5 20.5
4 224 85 10 19 4 27.1 9 10.5 20
5 24.4 9 11 20 5 27.2 9 10.5 19
6 27.2 9 10 19.5 6 269 85 10.5 19.5
7 26.7 9 11 20.5 7 258 85 10.5 20
8 253 95 11 20 8 276 85 10.5 20.5
9 24.4 9 10.5 19.5 9 28.7 9 11 20.5
10 24.8 9 10.5 19.5 10 26.1 9 11 20
MEDIA 251 8.9 10.6 19.8 MEDIA 270 8.9 10.8 20.0
Grupo 4 - dpi 45
DESAFIO SACRIFICIO
Animal Peso CA. T.CS.C. T.CT | Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT
1 27.7 8 10.5 20 1 28.3 85 10.5 20
2 27.2 8 10 19 2 26.3 85 10.5 20
3 26 8 10.5 20.5 3 24.3 8 10.5 20
4 244 75 10.5 19.5 4 236 85 10.5 19.5
5 252 75 9.5 19 5 24.9 8 10 19.5
6 23.8 8 10.5 20 6 26.2 9 11 20.5
7 248 75 10 19.5 7 26.2 85 11 20.5
8 21.7 6 10 19 8 22.63 85 10.5 19.5
9 231 75 10 19 9 242 85 10.5 20
10 234 75 10.5 19.5 10 28 9 11 20
MEDIA 247 7.6 10.2 19.5 MEDIA 255 85 10.6 20.0

Grupo 4 - dpi 60
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DESAFIO SACRIFICIO

Animal Peso C.A. T.CSC. T.CT Animal Peso C.A. T.C.S.C. T.C.T
1 219 8 8.5 18.2 1 269 9 10.5 215
2 246 85 8.5 18.2 2 247 85 9.5 20
3 235 8 8.5 18.2 3 253 8 10.5 21
4 245 85 8.5 18.2 4 23 85 9.5 20
5 25 85 8.5 18.9 5 241 8 10 19.5
6 246 85 8.5 18.9 6 249 8 10 20.5
7 275 85 8.5 18.9 7 281 9 10.5 21
8 256 8 8.5 18.9 8 273 85 10 21
9 235 85 8.5 19 9 242 7 10 20.5
10 27 9 10 19.7 10 266 9 10.5 21

MEDIA 248 84 8.7 18.7 | MEDIA 255 8.4 10.1 20.6

dpi = dias apds infecgéo.

C.A. = circunferéncia abdominal.

T.C.S.C. =tamanho corporal sem a cauda.

T.C.T =tamanho corporal total.

N.C. = ndo consta.



