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RESUMO

Neurocisticercose (NC) é uma infeccdo parasitaria, causada pela forma metacestédea de
Taenia solium que acomete o sistema nervoso central. Devido a gravidade do quadro clinico
da NC hd a necessidade de aperfeicoar o diagnhdstico por meio da busca de fontes
antigénicas novas e alternativas. Esse estudo teve como objetivo analisar fragcbes antigénicas
de metacestdédeos de Taenia saginata, por protebmica e aplicar estes antigenos em
plataformas diagnhdsticas na NC humana. O extrato salino (ES) de metacestédeos de T.
saginata foi fracionado por cromatografia de gel filtracdo (resina Sephacryl S-100) e
cromatografia de troca idnica em resinas (carboximetil-sepharose (CM) - trocadora catidnica
e dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - trocadora anidnica). As fracdes F1 e F2 (gel filtracdo) e
CMS1, CMS2, DEAES2 e DEAES2 (troca idnica), foram obtidas. O ES e suas fracdes foram
avaliados em eletroforese 1D (F1, F2 e DEAES2) e 2D (DEAES2) para caracterizacao do perfil
proteico e testados por ELISA e/ou immunoblotting (1D e/ou 2D) em amostras de soro e/ou
liguor de pacientes com NC (G1l), com outras infeccdes parasitarias ou desordens
neurolédgicas (G2) e individuos saudaveis (G3) para deteccdo de anticorpos IgG. Os
parametros de diaghdstico: sensibilidade (Se), especificidade (Es), area sob a curva (AUC) e
likelihood ratios (LR + e LR-) foram calculados. A identificacdo de proteinas de interesse foi
realizada por espectrometria de massas (MS) apds selecdo das fracdes obtidas por ELISA
e/ou immunoblotting (1D e/ou 2D). A predicdo de epitopos de célula B também foi realizada.
DEAES2 foi utilizada como sonda para o desenvolvimento de um imunossensor utilizando
amostras de liquor. A fracao F1 apresentou bandas polipeptidicas de 64-68 kDa. A fracao F1
apresentou os melhores parametros de diagndstico, em relagdo ao ES (Se: 93,3% e 84,4%;
Es: 93% e 86%; AUC: 0,990 e 0,928; LR+: 13,42 e 6,07 e LR-: 0,07 e 0,18, respectivamente) no
immunoblotting quando esta fracao foi testada com poo/ de amostras do G1 houve um forte
reconhecimento. Duas proteinas foram identificadas: enolase [Taenia multiceps] e
calreticulina [T. solium], e essas proteinas apresentaram 18 e 10 epitopos de célula B
preditos, respectivamente. Duas bandas proteicas foram identificadas em F2 (F2a — 20 kDa e
F2b — 15 kDa). A analise por MS identificou duas proteinas: mioglobina [Bos taurus] (F2a) e
glicoproteina de 8 kDa [T. multiceps] (F2b), que apresentaram trés epitopos preditos. O
ELISA utilizando a fragdo F2 apresentou melhores parametros de diagndstico (Se: 80,0%; Es:
90,5%; AUC: 0,954; LR+: 8,42 e LR-: 0,22), em relacdo ao ES. DEAES2 (64-68 kDa), apresentou
parametros de diagnhdstico similares ao liquido de vesicula de T. solium, em amostras
pareadas de soro e liquor. O perfil eletroforético bidimensional revelou 24 spots. Apds o
immunoblotting 2D, utilizando pool de liquor de pacientes do G1 e G2, dois spots (1-pl 5,4; >
70 kDa e 2-pl 5,4; > 50kDa) foram selecionados para analise por MS. Trés proteinas
promissoras para o diagndstico da NC foram identificadas: small heat-shock; putative growth
regulator 14-3-3 e calreticulina [T. solium]. O imunossensor imobilizado com DEAES2
apresentou resultados relevantes quando utilizado compdsitos de ZnO com Ag,0 (Zn0O:Ag.),
0,9%. Os resultados de voltametria de pulso diferencial (DPV) revelaram picos de
intensidade de corrente elétrica: 1,74 pA (G1) e 1,30 pA (G2). Concluiu-se que importantes
proteinas das fragbes antigénicas obtidas por técnicas cromatograficas foram identificadas
com potencial aplicacdo em plataformas imunodiagndsticas na NC humana.

Palavras-chave: antigeno heterdlogo, cromatografia, espectrometria de massas,
imunodiagndstico, neurocisticercose.



ABSTRACT: ANTIGENIC FRACTIONS FROM Taenia saginata METACESTODES ON HUMAN
NEUROCYSTICERCOSIS: PROTEOMIC ANALYSIS AND APPLICATION ON
IMMUNODIAGNOSTIC PLATFORMS analysis

Neurocysticercosis {NC) is a parasitic disease that affects the central nervous system and is
caused by Taenia solium metacestodes. Due to the seriousness of the clinical picture on NC
there is a need to improve diagnosis through the search of new and alternative antigenic
sources. This study aimed to analyze antigenic fractions from Taenia saginata metacestodes
by proteomic tools and apply these antigens in diagnhostic platforms to human NC. Saline
extract (SE) from T. saginata metacestodes was fractionated by: gel filtration (Sephacryl S-
100 resin) and ion exchange (carboximetil-sepharose (CM) — cationic exchanger and
dietilaminoetil-sepharose (DEAE) — anionic exchanger) chromatography. Six antigenic
fractions were obtained: F1 and F2 (gel filtration) and CMS1, CMS2, DEAES1 and DEAES2 (ion
exchange). SE and its fractions were evaluated by 1D (F1, F2 and DEAES2) and 2D (DEAES2)
electrophoresis for proteic profile characterization and tested by ELISA and/or
immunoblotting (1D and/or 2D) using serum or cerebrospinal fluid (CSF) from patients with
NC (G1), other parasitic diseases or neurologic disorders (G2) and healthy individuals (G3) to
detect IgG antibodies. Diaghostic parameters: sensitivity (Se), specificity (Sp), area under
curve (AUC) and likelihood ratios (LR + and LR-) were calculated. Identification of proteins
from interest was done by mass spectrometry (MS), after selection of the best fractions by
ELISA and/or immunoblotting (1D and/or 2D). The prediction of B cell epitopes was also
done. DEAES2 was also used as a probe to develop an immunosensor using CSF samples. F1
presented proteic bands from 64-68 kDa. F1 achieved the best diaghostic parameters when
comparing to ES, (Se: 93.3% and 84,4%; Sp: 93% and 86%; AUC: 0.990 and 0.928; LR+: 13.42
and 6.07 and LR: 0.07 and 0.18, respectively), in immunoblotting when testing this fraction
with pool of samples from G1 there was strong recognition. Two proteins were identified:
enolase [Taenia multiceps] and calreticulin [T. solium], these proteins presented
respectively, 18 and 10 predicted epitopes. Two proteic bands were identified on F2 (F2a —
20 kDa and F2b — 15 kDa). MS analyses identified two proteins: mioglobin [Bos taurus] (F2a)
and a 8 kDa glicoprotein [T. multiceps] (F2b), which presented 3 predicted epitopes. ELISA
using F2 presented great diagnostic parameters (Se: 80%; Sp: 90,5%; AUC: 0.954; LR+: 8.42
and LR-: 0.22) if compared with ES. DEAES2 (64-68 kDa), presented diagnostic parameters
similar to those achieved when testing vesicular fluid from T. solium metacestodes using
serum and CSF paired samples. The bidimensional electrophoretical profile revealed 24
spots. After 2D immunoblotting, using pool of CSF samples from patients from G1 and G2
two spots (1-pl 5.4; > 70 kDa and 2-pl 5.4; > 50kDa) were selected for MS analyses. Three
promising proteins for NC diagnhosis were identified: small heat-shock; putative growth
regulator 14-3-3 and calreticulin [T. solium]. The immunosensor using DEAE S2 presented
relevant results when using ZnO with Ag,O (ZnO:Ag,), 0,9% composites. Differential pulse
voltammetry (DPV) results revealed peaks of electric intensity: 1.74 pA (G1) and 1.30 pA
(G2). It can be concluded that important proteins on the antigenic fractions obtained by
chromatographic techniques were identified with potential application on
immunodiagnostic platforms for human NC.

Keywords: heterologous antigen, chomatography, mass spectrometry, immunodiagnosis,
neurocysticercosis.



1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos morfoldgicos de Taenia sp.

Os tenideos pertencem ao Filo Platyhelminthes, Classe Cestodea, Ordem
Cyclophyllidea e Familia Taeniidae (REY, 2001; HOBERG, 2002). A familia Taeniidae € dividida
em trés géneros: Taenia, Versteria e Echinococcus (NAKAQ et al., 2013; BOBES et al., 2014).

Sao divididos em escélex, colo e estrébilo e possuem corpos achatados dorso-
ventralmente. O estagio adulto, tanto de Taenia solium quanto de Taenia saginata,
apresenta o corpo leitoso, com comprimento médio de 1,5 a 4 metros, para T. solium,
podendo atingir até 8 metros em T. saginata. O escélex de T. solium é piriforme,
apresentando quatro ventosas e rostro armado com dupla coroa de aculeos. O nimero de
aclleos varia entre 25 a 50 e a coroa estad inserida em um rostro entre as ventosas; T.
saginata ndo possui rostro armado com aculeos (REY, 2001).

A diferenciacdo da forma metacestédea entre as duas espécies de Taenia, que
acometem o homem, é realizada pela observacdo do escdlex: T. solium possui rostro
armado com aculeos e T. saginata nao possui rostro. As formas metacestédeas constituem-
se de uma vesicula ovdide, translicida, com 15 mm de comprimento por 7 a 8 mm de
largura, apresentando no seu interior, liquido vesicular e escélex invaginado. Os tenideos
podem se apresentar sob duas formas: (1) cistica com vesicula contendo escélex em seu
interior e (2) a racemosa, em forma de cachos, com inlUmeras vesiculas, mas sem o escélex
(TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; CORAL-ALMEIDA et al., 2015).

O estrébilo corresponde a parte posterior ao colo do parasito adulto e possui o

aspecto de uma fita segmentada, as proglotes, que se desenvolvem a partir do colo. As
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proglotes apresentam diferentes estadios de desenvolvimento: jovens, maduras e gravidas
(SCIUTTO et al., 2000; REY, 2001).

Os ovos de T. solium e T. saginata sao idénticos, sendo impossivel diferencia-los
guando examinados ao microscépio de luz (SCIUTTO et al., 2000; FLISSER; VARGAS-PARADA;
LACLETTE, 2006). Sdo esféricos com aproximadamente 30 a 45 um de diametro, possuem
envoltdrio denominado embriéforo, de tamanho radial revestindo um embrido hexacanto,

também denominado de oncosfera.

1.2 Ciclo biolégico do complexo teniase-cisticercose

O ciclo biolégico das ténias implica dois hospedeiros, um definitivo e um
intermediario. O Unico hospedeiro definitivo de T. solium e T. saginata na fase adulta é o
homem. Os hospedeiros intermediarios de T. solium sao os humanos e suinos, e de T.
saginata sdo os bovinos. Ha evidéncias que na Asia, a forma metacestédea de T. solium foi
encontrada em caes, sendo estes também determinados como hospedeiros intermediarios
(ITO; YANAGIDA; NAKAQ, 2016). Existem trés fases com relacdo a populacdo aos e parasitos:
adulta no hospedeiro definitivo, ovos no ambiente e formas metacestédeas (fase larval) no
hospedeiro intermediario (PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000).

O homem ao ingerir carne crua ou mal cozida de bovinos ou suinos infectados,
respectivamente, com formas metacestédeas viaveis de T. saginata ou T. solium e Taenia
asiatica desenvolvera a teniase (EOM; RIM, 1993). No tubo digestivo do homem, por acdo de
proteases e sais biliares, as formas metacestdédeas s3o liberadas das vesiculas, por meio de
um processo de evaginacdo, alcancam a parede do intestino delgado e iniciam sua

diferenciacio em parasito adulto (PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000; TAKAYANAGUI;
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LEITE, 2001; GARCIA; DEL BRUTTO, 2003; FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006;
YAMASAKI et al., 2006). As proglotes gravidas sdo eliminadas entre 60 e 70 dias apds a
ingestao da carne infectada com os metacestédeos.

A infeccdo, pela ingestdao de ovos vidveis de T. solium e T. saginata de forma
acidental pelo homem, pode ocorrer de varias maneiras: (1) heteroinfeccdo, que consiste na
manipulacdo direta de agua ou alimentos contaminados com fezes humanas, ou
manipulacdo indireta por meio da irrigacdo e/ou fertilizacdo com &agua e/ou esterco
contaminados; (2) auto-infeccdo externa, que consiste na ingestdo de ovos de T. solium pelo
proprio individuo portador da teniase, geralmente resultado de maus habitos higiénicos,
sobretudo a falta do habito de lavar as maos apds a defecacdo; (3) auto-infeccdo interna,
resultante de movimentos antiperistalticos ou de vomitos, que permitem o retorno de
algumas proglotes ao estomago, que sofrem a acdo do suco digestivo, o que permitira a
eclosdo das oncosferas (BARBOSA et al., 2000; REY, 2001; GARCIA; DEL BRUTTO, 2003,
HAWK et al.,, 2005; KOBAYASHI et al.,, 2013). Em casos extremos, além da auto-infec¢do
interna, ha relatos de meios alternativos de transmissdo dos ovos de T. solium como
coprofagia nos psicopatas (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001).

No homem a localizagdo mais importante da forma metacestédea é o sistema
nervoso central (SNC), que causa a forma mais grave e frequente da doenca que acomete
grande numero de pessoas, a heurocisticercose (NC). No SNC, o parasito pode alojar-se no
paréngquima cerebral, espacos subaracndideo e ventriculares ou ha medula espinhal (COSTA-
CRUZ et al., 1995; BRUNETTI; WHITE Jr, 2012). Na entanto a fase larval do parasito pode se
instalar praticamente em todos os 6rgdaos do corpo humano, incluindo a musculatura
esquelética e cardiaca, olhos, tecido subcutaneo, mas raramente na cavidade oral (PUSHKER;

BAJAJ; BALASUBRAMANYA, 2005; JAY et al., 2007; IZCl et al., 2008).
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1.3 Aspectos epidemiolégicos do complexo teniase-cisticercose

O complexo teniase-cisticercose € uma importante questdo de salde publica em
todo o mundo e demonstra relevante impacto, influenciado por fatores demograficos,
culturais e politicos, sendo necessario fortalecer o controle e a vigilancia epidemioldgica
(CARPIO; ROMO, 2016). Sua distribuicdo engloba paises em desenvolvimento, consideradas
areas endémicas paises da Asia, Africa e América Latina (MARTINS-MELO et al., 2017).

A urbanizacao desordenada, a auséncia de saneamento basico e a vigilancia sanitaria
deficiente, sdo os principais fatores que potencializam a dissemina¢ao do complexo teniase-
cisticercose (KUNGU et al.,, 2017). Uma vez estabelecido dentro de uma populagdo, o
complexo teniase-cisticercose apresenta alta estabilidade epidemioldgica, devido a fatores
como: a viabilidade dos ovos no ambiente e o potencial de um Unico parasito infectar varios
individuos, pelo fato da grande quantidade de ovos liberados (KOBAYASHI et al. 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), o complexo teniase-cisticercose
atinge cerca de 50.000.000 individuos por ano, causando 50.000 mortes anualmente (PAL;
CARPIO; SANDER, 2000). O grande problema evidenciado é o fato dos portadores de teniase
auto-infectarem-se causando a NC. Apesar de ser uma das doencas parasitarias mais
prevalentes do SNC, a NC é considerada uma doenca tropical negligenciada pela OMS, desde
2010. Devido a dificuldade de tratamento da NC, busca-se a implantacdo de medidas de
controle. No entanto, para estratégias de controle, individuos com NC nao sao alvos
essenciais, pois hdo carregam o parasito adulto (GARCIA; DEL BRUTTO, 2003).

Para o controle do complexo teniase-cisticercose, e possivelmente uma eliminacao
da T. solium pode ser empregada uma intervencdo por meio dos servicos médico,

veterindrio e ambiental. O tratamento anti-helmintico foco-orientado, com quimioterapia
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preventiva nos suinos e identificacdo dos casos de teniase em humanos é uma das medidas
de intervencdo (PAWLOWSKI, 2008). Além disso, a melhora das condi¢cdes para criacdo de
suinos e da infra-estrutura sanitaria para evitar o acesso dos animais as fezes humanas, e a
defecacdo humana indiscriminada em lugares abertos, também tém mostrados serem Uteis
no controle destas parasitoses. Manter-se altos padroes da inspecdo e processamento de
carne e apropriado descarte de carcacas suinas infectadas também auxiliam na prevencao
da infeccdo de suinos e subsequente infeccdo humana. Em estudo realizado no México
durante o periodo de 1990 a 2009, a NC pode ser considerada ndo mais um problema de
salde publica, devido a educacao sanitaria, outro pronto para a prevencao que pode ser
combinado a outros, de acordo com o contexto do pais (FLISSER; CORREA, 2010). A
vacinacao de suinos é uma estratégia promissora de prevencao e controle, como exemplo a
vacina TSOL18, desenvolvida a partir de proteinas recombinantes de oncosfera de T. solium
(JAYASHI et al., 2012).

A Forca Tarefa Internacional para Erradicacdo de Doenca (FTIED) estabelece quatro
possibilidades que indicam o potencial para a erradicacdo da cisticercose: 1) o ciclo de vida
envolve o humano como o Unico hospedeiro definitivo, 2) os vermes adultos ho humano sdo
a Unica fonte de infeccdo para os hospedeiros intermedidrios, 3) a transmissdo entre o
humano e o suino pode ser controlada e 4) n3o existe reservatério silvestre da infeccdo
(FLISSER; RODRIGUEZ-CANUL; WILLINGHAM, 2006).

A NC tem sido classificada como uma doencga infecciosa emergente em paises
desenvolvidos, como no sudoeste da Asia e nos Estados Unidos da América (EUA) (CARPIO,
2002, NDIMUBANZI et al., 2010; RIZVI et al., 2016). Atribui-se essa constatacdo a imigracdo
de populagdes originarias de areas endémicas, principalmente para o estado da Califérnia, e

ao aumento do diagndstico definitivo com técnicas de neuroimagem (HAWK et al., 2005).



19

Foram confirmados casos de cisticercose em Los Angeles, sendo a NC a forma mais comum
(97,4%), embora tenha-se registrado casos de cisticercose ocular e subcutanea (SORVILHO et
al., 2011). Nos EUA e na Europa, 90% dos pacientes diagnosticados com NC s3o imigrantes
latino-americanos (DEL BRUTTO, 2012a; O'KEEFE et al.,, 2015). Recentemente, estudos
apontam estados do sul dos EUA como area endémica, devido a fronteira com o México, o
gue torna o fluxo do parasito constante por meio dos imigrantes. Além disso, a disseminagao
das parasitoses podem ser destacadas em paises da América do Norte e Europa devido a
migracao de latino-americanos (ARRIOLA et al., 2014; COYLE et al., 2012; DEL BRUTTO et al.,
2014; GABRIEL et al., 2015; MENDLOVIC et al., 2014; O'KEEFE et al., 2015). Na Europa, de 81
individuos avaliados no periodo 1980-2013, 39 casos (48,1%) foram classificados com NC. O
continente de origem era conhecido por 80 individuos, a América Latina [n=37 (46,3%)] e a
Asia [n=22; (27,5%)] foram os mais frequentes, seguido da Europa [n=14 (17,5%)] e Africa
[n=7 (8,8%)] (ZAMMARCHI et al., 2016). Devleesschauwer e colaboradores (2017)
evidenciam a necessidade de estudos epidemiolégicos no continente europeu em relacao a
endemicidade de T. solium.

A NC é endémica em paises em desenvolvimento com alta taxa de imigracdo para
paises desenvolvidos (DEL BRUTTO, 2012a). A NC é uma das causas mais comuns de
epilepsia, convulsdo e problemas neuropsicolégicos (PRASAD et al., 2008; CARPIO; HAUSER,
2009; GUINTO; GUINTO, 2013; CARPIO; ROMO, 2015; GONZALES; RIVERA; GARCIA, 2016).
Em estudo realizado no sul da [ndia, com individuos com crise convulsiva, 15,9%
apresentaram reatividade em imunoensaios para NC (PRABHAKARAN et al., 2008). Em paises
em desenvolvimento, a precariedade das condicoes de saneamento basico e o baixo nivel
sécio econdmico cultural favorecem a disseminacdo da cisticercose humana (AGAPEJEV,

2003; COYLE et al., 2012). No continente americano a teniase e a cisticercose encontram-se
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endémica na Bolivia, Colémbia, Equador, Guatemala, México, Peru e Brasil (ANTONIUK,
1999; GARCIA et al., 2010). Em um estudo realizado recentemente no Peru, 256 moradores
foram submetidos a tomografia computadorizada para pesquisa de NC, destes 48 (18,8%)
apresentaram calcificacdes cerebrais, no entanto a maioria era assintomatica (MOYANO et
al,. 2016).

A NC tem sido apresentada com frequéncia nos estados do Sul, Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil, principalmente em individuos dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais,
Parand e Goias, sendo o género feminino mais acometido (PFUETZENREITER; AVILA-PIRES,
2000; TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; BRAGAZZA et al., 2002; AGAPEJEV, 2003; MENDES et al.,
2005; BENEDETTI et al., 2007). Devido a falta de diagnhdstico especifico e de baixo custo, a
ocorréncia da NC tem sido considerada baixa na regido Nordeste (PFUETZENREITER; AVILA-
PIRES, 2000; AGAPEJEV, 2003; NASH, GARCIA, 2011; DEL BRUTTO, 2012a). No Brasil os
estados de Santa Catarina, Parana, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, e a cidade Ribeirao
Preto (SP) implantaram programas de controle (AGAPEJEV, 2003).

Na regido Centro-Oeste, Oliveira e colaboradoes (2006), em um estudo soro-
epidemiolégico, demonstraram a ocorréncia (11,3%) da cisticercose humana na cidade de
Catalao — Goias, localizada a 100 Km de Uberlandia. A regidao do Triangulo Mineiro constitui
uma area de preocupacao dentro do complexo teniase-cisticercose, uma vez que diversos
estudos tém demonstrado que se trata de uma regido endémica para este complexo
(FERREIRA et al., 1994; COSTA-CRUZ et al., 1995; SILVA-VERGARA et al., 1998; ESTEVES;
SILVA-VERGARA; CARVALHO, 2005). A soroprevaléncia da cisticercose em Araguari (13,5%),
Tupaciguara (5,0%), Monte Alegre (4,8%), e Uberlandia (4,7%) (SILVEIRA-LACERDA et al.,

2002).
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1.4 Patogenia, interagdo parasito-hospedeiro e resposta imune

O pleomorfismo clinico da NC estd relacionado com a localizagdo, o nimero, o
tamanho, a fase de desenvolvimento do metacestédeo de T. solium e a reacdo do
hospedeiro nos tecidos parasitados (WHITE Jr, 2000; CARDENAS et al., 2012; DEL BRUTTO,
2012b). Diferencas nas manifestacdes clinicas e no diagndstico por imagem s3o observadas
na NC entre paises de diferentes continentes. Pacientes da [ndia apresentam maior
frequéncia de NC sintomatica causada por um Unico e isolado metacestddeo
parenquimatoso; em comparacdo com pacientes da Ameérica Latina, que apresentam
metacestédeos multiplos nos ventriculos ou espago subaracndideo (BOBES et al., 2014).

A fase larval do parasito passa por varios estadios: vesicular — fase inicial quando
cisticercos viaveis tém uma inflamacdo minima associada; coloidal — com a perda da
habilidade de controle da resposta imune do hospedeiro pelo cisticerco; sua parede é
infiltrada e rodeada por células inflamatérias, compostas primariamente por células
mononucleares, que também podem entrar no fluido do cisticerco; granular/nodular —
ocorre colapso de sua cavidade e fibrose devido ao progresso da reposta imune; calcificado
— eventualmente, o parasito é substituido por fibrose progressiva, que pode calcifica-lo
(WHITE Jr, 2000).

A forma metacestddea pode persistir no hospedeiro humano por longos periodos,
em muitos casos por anos, sem desencadear uma reacao inflamatéria, permanecendo
assintomatico. Em contraste, a resposta inflamatdria ao redor de um ou mais metacestédeos
degenerados pode principiar uma doenca sintomatica (CARPIO, 2002; ALARCON, 2006). Os
sintomas da NC incluem: nausea, vomito, cefaléia, ataxia, sinhais neuroldgicos focais,

hidrocefalia, vasculite, infarto cerebral e quadros neuropsiquidtricos diversos (FORLENZA et
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al.,, 1997; SAWHNEY et al., 1998; RAMOS-ZUNIGA et al., 2013). E considerada uma doenca
polimorfa, pois hdao existe uma sintomatologia prépria ou um quadro Unico que diferencie a
cisticercose de outras desordens neuroldgicas, apresentando os mais diversos quadros
clinicos. (TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006; SOTELO et al., 2011; ZYMBERG, 2013).

A resposta inflamatéria ao redor de um ou mais metacestédeos degenerados pode
principiar uma doenca sintomatica, por meio da proliferacdo de linfécitos e posterior
diferenciacdo em células efetoras tipo Thl e Th2, com subsequente producdo de varias
citocinas, ou de células plasmaticas, com consequente producado de anticorpos especificos.
Ha elevacdo dos niveis de imunoglobulinas: 1gG, IgM, IgE, e IgA, em ordem decrescente,
respectivamente quanto aos niveis detectaveis. Os maiores valores sao detectados em casos
de cisticercose intraventricular e em casos de multiplas manifestacdes (ODASHIMA;
TAKAYANAGUI; FIGUEIREDO, 2002; CARPIO, 2002; SCIUTTO et al.,, 2007). O equilibrio
parasito — hospedeiro é mantido como resultado da habilidade do parasito sobreviver no
hospedeiro cronicamente (VERMA et al., 2011).

Na resposta humoral destacam-se os anticorpos IgG anti-metacestédeos de T.
solium, que sao detectados, tanto em amostras de soro, quanto em amostras de liquor, além
de serem encontrados em niveis superiores as demais classes de imunoglobulinas em
diferentes amostras bioldgicas (SHORT et al.,, 1990; BUENOQ et al.,, 2000a; PARDINI et al.,
2002). O tratamento da NC deve levar em conta multiplos fatores, incluindo sintomas,
localizagdo, nUmero, estagio e tamanho dos cistos, sendo que as opg¢des terapéuticas

incluem medicamentos, cirurgia ou monitoramento (KRAFT, 2007).
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1.5 Diagndstico da neurocisticercose humana

Antes do século XX, o diagndstico da NC era limitado, uma vez que se baseava em
manifestacdes clinicas visiveis externamente a olho nu, como presenca de nddulos
subcutaneos ou exames de autdpsia (GARCIA et al., 2002). Atualmente, o diaghdstico da NC
baseia-se principalmente na neuroimagem, que nem sempre & acessivel em areas atingidas
(GUINTO, GUINTO, 2013). Assim, critérios clinicos, epidemiolégicos, laboratoriais,
parasitoldgicos e heuroimagem estabelecem o diagndstico da doenca (NASH, GARCIA, 2011;
DEL BRUTTO et al., 2017). O diagndstico laboratorial compreende a pesquisa direta da forma
metacestédea de T. solium, por meio de exames anatomopatoldgicos apds intervencao
cirurgica, biépsia ou necropsia.

Para realizacdo do diagndstico parasitolégico recomenda-se o uso de trés amostras
fecais colhidas em dias alternados, para alcancar 100% de sensibilidade. A dificuldade do
exame com varias amostras fecais reside no tempo necessario para coleta, inconveniéncia
para o paciente e resisténcia do médico em solicita-lo (DECKERS; DORNY, 2010). Embora a
deteccdo de ovos em fezes nao determine a ocorréncia de NC, o exame parasitolégico é
importante para diagnosticar portadores de teniase e assim impedir a propagacao do ciclo
(GILMAN et al., 2012). Métodos moleculares aplicados a amostras de fezes, como a PCR
podem melhorar as taxas de deteccdo, no entanto é impraticavel em paises endémicos pelo
custo econdmico (MAHANTY; GARCIA, 2010).

A neuroimagem compreende a tomografia computadorizada (TC) e ressonancia
magnética (RM) que podem evidenciar o nimero e tamanho das lesdes, a regressdo da
infeccdo e o nivel da reacdo inflamatdria do hospedeiro contra o parasito (PRETELL et al.,

2005; GARG et al., 2008). A RM é mais sensivel na demonstracdo de metacestdédeos
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intraventriculares e subaracnoideos e na identificacdo do escdélex, ao passo que a TC é
melhor em mostrar as calcificacdes (ALARCON, 2006; SINGHI; SUTHAR, 2015).

O imunodiagndstico complementa o diagndstico da NC, auxiliando a neuroimagem,
principalmente nos casos em que os métodos diagndsticos de neuroimagens nao sao
acessiveis (PRABHAKARAN et al., 2004). A deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestddeos de
T. solium e de antigenos circulantes do parasito em amostras de soro e liquor sdo utilizados
para o imunodiagndstico da NC, no entanto mais estudos que identifiguem proteinas
especificas sdo nhecessarios, para contribuir com o controle da NC humana (COSTA et al.,
1982; COSTA, 1986; SCIUTTO et al., 2000; DECKERS; DORNY, 2010; MICHELET et al., 2011;
GRIPPER, WELBURN, 2017).

A presenca de anticorpos no soro nao informa a localizacdo da forma larval do
parasito (FOGANG et al., 2015). Assim os resultados dos testes imunoldgicos devem ser
interpretados levando-se em consideracdao as manifestacdes clinicas. Em um estudo
comparativo Sako e coloboradores (2015) n3o observaram diferencas na sensibilidade e
especificidade na deteccao de anticorpos anti-Taenia entre amostras de soro e liquor.

Entre os testes soroldgicos mais utilizados para a deteccdao desta parasitose estao a
imunofluorescéncia indireta, enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) e Immunoblotting.
Dentre todos os métodos imunolégicos o teste ELISA tem sido o ensaio mais estudado no
diagndstico da NC por apresentar significativa sensibilidade e especificidade, ser facil e de
simples execucdo, além do relativo baixo custo. Recomenda-se empregar dois testes
imunolégicos, sendo um de elevada sensibilidade, como o teste ELISA e outro de elevada
especificidade, como o immunoblotting, para maior seguranca nha interpretacdao dos

resultados (COSTA-CRUZ et al.,, 1995; VAZ; LIVRAMENTO, 1996). No entanto, a reacdo de
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Immunoblotting e o teste ELISA apresentam diferencas quanto a sensibilidade e
especificidade, assim a importancia dos dois testes é bem documentada na literatura.

A utilizacdo de anticorpos monoclonais possibilita o diagnhdstico mais preciso e
confiavel, o anticorpo monoclonal HP10 foi utilizado para o diagndstico da NC em amostras
de liquor: um grupo amostral de 34 pacientes foram diagndsticos com NC ativa extra-
parenquimatosa e outro grupo com 26 individuos tratados e curados para NC foram

classificados como negativos. (FLEURY et al., 2016).

1.5.1 Antigenos heterélogos

O estudo de antigenos alternativos para o imunodiagndstico da NC faz-se necessario
para o conhecimento de casos isolados da doenga em paises ndo endémicos e em regides
onde a coleta de metacestédeos de T. solium é dificil (FLEURY et al.,, 2003; DEL BRUTTO,
2014; CORAL-ALMEIDA et al., 2015).

Antigenos alternativos como metacestédeos de Taenia crassiceps sao utilizados, com
resultados promissores no diagndstico da NC, sendo obtidos por infeccao natural em
camundongos da linhagem BALB/c. Diferentes extratos antigénicos da forma metacestédea
do parasito foram analisados, como membrana e liquido de vesicula, em comparacao com o
antigeno homodlogo de T. solium. As bandas de baixo peso molecular (14 e 18 kDa) foram
identificadas com potencial aplicacdo no diagndstico (PARDINI et al., 2002). Os principais
marcadores antigénicos da forma metacestddea de T. crassiceps apresentam peso molecular
de 13-19 kDa (ROSSI et al.,, 2000) e peptideos de glicoproteinas de 14 kDa (GP14)
apresentam alinhamento parcial com a proteina homdloga de metacestédeos de T. solium

(PERALTA et al., 2010).
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Bueno e colaboradores (2000b) compararam a reatividade do antigeno heterdlogo de
T. crassiceps (Tcra) e do antigeno homdlogo de T. solium (Tso) pelo teste ELISA em amostras
de soro e liquor. A especificidade foi equivalente para ambos os antigenos 80% e 100%, para
soro e liquor, respectivamente. Tso e Tcra apresentaram, respectivamente, 94,1 e 95,6% de
sensibilidade em amostras de liquor e 70,6% e 91,2% de sensibilidade em amostras de soro.

Os metacestédeos de T. saginata foram avaliados como antigeno alternativo no
diagnodstico soroldgico da NC humana; a principal vantagem do uso desse antigeno é sua
obtencado, que nao necessita a manutencdo em cobaias e pode ser obtido de carne bovina
infectada destinada ao descarte em frigorificos. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os antigenos de metacestédeos de T. saginata e T.
solium, demonstrando que o metacestédeo de T. saginata pode ser utilizado como antigeno
alternativo no diagndstico da NC humana (OLIVEIRA et al., 2007, 2009). Foram utilizados os
testes de imunofluorescéncia indireta, ELISA e immunoblotting que apresentaram
sensibilidade de 85%, 95% e 95% e 75%, 80% e 85% utilizando como antigeno,
respectivamente, metacestédeos de T. solium e de T. saginata. A especificidade dos trés
testes utilizando antigeno de metacestddeos de T. solium e de T. saginata foi de 95%, 89% e
94% e 96%, 89% e 94%, respectivamente. Bandas com peso molecular de 64-68 kDa
apresentaram maior reatividade ao immunoblotting em amostras de soro (OLIVEIRA et al.,

2007).

1.5.2 Antigenos fracionados

Para diminuir a reatividade cruzada com outros parasitos, a utilizacdo de extratos

antigénicos fracionados, por técnicas cromatograficas, consistem em uma ferramenta
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importante para o diagndstico da NC no desenvolvimento de testes sensiveis e especificos; a
possibilidade de substituicao do uso dos extratos antigénicos totais, que sdao misturas
heterogéneas de proteinas, glicoproteinas e outros componentes. As principais vantagens
dessas técnicas incluem producdo rapida, facil, de baixo custo e com alta eficiéncia (NUNES
et al.,, 2013; RIBEIRO et al., 2014).

Outras técnicas de fracionamento foram utilizadas para selecionar antigenos
especificos e sensiveis para o diagndstico da NC. Com o uso do Triton X-114 (TX-114), as
fracOes detergente obtida a partir de metacestdodeos de T. solium e T. saginata, foram
selecionadas, apresentando alta sensibilidade e especificidade nos testes ELISA e
immunoblotting (MACHADO et al., 2007; GONCALVES et al., 2010). No entanto utilizando o
mesmo fracionamento Silva e colaboradores (2017) obtiveram as fracdes detergente e
aquosa, a partir de metacestdédeos de T. crassiceps, com potencial aplicabilidade no teste
ELISA em amostras de liquor.

Com a técnica de cromatografia de afinidade em resina de concanavalina A e jacalina,
as fracbes nao ligantes, do extrato salino de metacestédeos de T. saginata se mostraram
mais especificas e sensiveis ho diagndstico da NC humana (NUNES et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2010). Componentes inespecificos para o diaghdstico da NC possuem afinidade com
concanavalina A e jacalina, deste modo as fracdes nao ligantes de metacestddeos de T.
solium perderam alguns componentes que intensificavam as reacdes (MACHADO et al.,,
2013).

A cromatografia de troca i6nica se baseia na separacdao de proteinas pela carga
molecular, isto é proteinas sdo retidas nas resinas devido as interacdes eletrostaticas. Essa
técnica utiliza, comumente, as resinas: carboximetil-sepharose (CM) - trocadora catidnica e

dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - trocadora anidnica. Nunes e colaboradores (2013)
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obtiveram a fracdo DEAES2 de metacestddeos de T. saginata; e esta fracdo apresentou alto
desempenho diagndstico nos testes ELISA: 93,4% de sensibilidade e 92,6% de especificidade
em amostras de soro. O immunoblotting revelou marcadores antigénicos de NC ativa com
peso molecular de 64-68 kDa. Ribeiro e colaboradores {(2014) utilizaram a cromatografia de
troca idnica/anidnica para fracionar o extrato antigénico obtido de metacestédeos de T.
solium; e a fragcao DEAES2 apresentou 90% de sensibilidade e 90,4% de especificidade em
amostras de soro. Amostras de soro de pacientes com NC foram reagentes com as bandas
de 20-25, 43-45, 55-50, 60-66, 82, 89 e 140 kDa.

O complexo de proteinas de 120 kDa do liquido de vesicula de metacestédeos de T.
solium foi fracionado e identificado por cromatografia e espectrometria de massa in tandem.
Verificou-se que o complexo de proteinas consistia em dois componentes principais de 42-
46 kDa e 22-28 kDa. A partir desses componentes, 42-46 kDa continha 3 subunidades
adicionais de 22, 28 e 38 kDa e os marcadores 22-28 kDa, 3 subunidades de 14, 16 e 18 kDa.
Essas subunidades foram identificadas como glicoproteinas de baixo peso molecular (LEE et
al., 2005).

Os avancgos no diagndstico sorolégico da NC consistem na identificacdo e sintese de
antigenos para se obter ensaios com alto desempenho, de facil reprodutibilidade e que nao
dependam do suprimento continuo de parasito para preparo antigénico (GARCIA et al.,
2005). Peptideos expressos em fagos apresentaram alto potencial de aplicabilidade no
diagnéstico da NC: sensibilidade e especificidade de 100%, respectivamente para NC,' e NC,®
e auséncia de reatividade cruzada com amostras de pacientes infectados com Echinococcus
granulosus (RIBEIRO et al., 2010). As fragdes antigénicas obtidas por técnicas cromatografias,
poderao ser utilizadas como alvos na selecdao de peptideos expressos em fagos especificos

para o diagndstico da NC.
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Os antigenos empregados para a deteccdo de anticorpos especificos aprimoram-se
do extrato antigénico bruto para fracdes antigénicas fracionadas, resultando no aumento da
sensibilidade e da especificidade do teste. Dentre as fracbes obtidas por técnicas
cromatograficas e selecionadas por testes imunoldgicos, como ELISA e immunoblotting,
seguido da caracterizacdo por eletroforese unidimensional (1D) e bidimensional (2D). A
purificacdo extrema tem o caminho de determinar uma regiao de interesse, mas pode levar
a perda da complexidade e, finalmente, a identificacdo de proteinas de interesse por
espectrometria de massa e posterior sintese de peptideos relevantes para o diagndstico da

NC.

1.5.3 Imunossensores

Biossensores sdo dispositivos de deteccao bioldgicos e sdo classificados de acordo
com o analito (enzimas, acidos nucleicos, peptideos, células, tecidos animais ou vegetais).
Quando s3o utilizados na deteccao da interacdo antigeno-anticorpo sdao chamados de
imunossensores (HOCK, 1997; LIU; LIN, 2007). Possuem tamanho reduzido, elevada
sensibilidade e podem ser reutilizaveis, possibilitando a analise rapida com pequeno volume
de amostra (TYMECKI; KONCKI, 2006).

A quantificacdo dos sinais de interacdo se baseia na conexao do imunossensor a um
transdutor, onde o sinal biolégico é transformado em sinal elétrico. Tal plataforma destaca-
se por sua importancia analitica em diagndsticos clinicos, controle de doencas, deteccao de
farmacos, controle de qualidade de agua e alimentos (BALVEDI et al., 2014).

O 4-dimetilamino-2,3-dimetil-1-fenil-A*-pirazolin-5-ona (4-DMAA) é um composto

farmacéutico ativo e utilizado como analgésico, antipirético e anti-inflamatério (DESHMUKH
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et al,, 2015). Com o intuito de aumentar a condutividade elétrica hos imunossensores o 4-
DMAA pode ser utilizado no reconhecimento entre proteinas.

Nanoparticulas inseridas aos imunossensores possibilitam condicdes ideais para
deteccdao de DMAA a partir do reconhecimento entre antigeno e anticorpo, além de mantem
sua atividade bioldgica. Elas ampliam a transferéncia de elétrons entre as biomoléculas e a
superficie dos eletrodos, melhorando a conformacao e maior atividade biolégica, resultando
em um melhor desempenho sensorial (PRAKASH et al., 2013; GRABOWSKA et al., 2014).

As propriedades fisico-quimicas influenciam os niveis dos sinais eletroquimicos
necessarios para o desenvolvimento de imunossensores para a deteccdao de materiais
bioldgicos, assim as nanoparticulas sdo utilizadas com a finalidade de melhorar o sinal de
deteccdo (DING et al., 2013), que as tornam interessantes para a incorporacdo. Além das
caracteristicas citadas possuem biocompatibilidade, condutividade, atividade catalitica ou
estabilidade que podem influenciar no aumento da area de superficie e favorecer a
transferéncia eletronica, amplificando sinais eletroquimicos (REVERTE et al., 2016).

Algumas das nanoparticulas utilizadas sdo as magnéticas (ROCHA-SANTOS, 2014), de
diéxido de titanio (GARCIA-VALVERDE et al., 2014), de ouro (LI; SCHLUESENER; XU., 2010), de
oxido de zinco (WANG et al,, 2012), de sulfeto de cadmio (OSIPYONOK et al., 2008) e de
oxido de zinco dopadas com ferro (GUPTA; GUPTA, 2005). O uso de nanoparticulas em
compdsitos de dxido de zinco com oxido de prata é utilizado em imunossensores, porém
somente no diagndstico de doencas causadas por bactérias (SHARMA et al., 2013).

O interesse no desenvolvimento de imunossensores decorre da necessidade de uma
analise rapida, aplicada na rotina laboratorial e apropriada a um grande nUmero de

amostras. O teste possibilita a utilizacdo de pequeno volume de amostra, pode ser
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reutilizado e/ou regenerado e possui melhor desempenho em relacdo aos testes

imunolégicos, como a ELISA e o immunoblotting.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Fracionar componentes antigénicos de metacestddeos de T. saginata, aplica-los em

plataformas diagndsticas na neurocisticercose humana e identificar proteinas de interesse.

2.2 Objetivos especificos

Produzir extrato salino de metacestdédeos de 7. saginata;

Isolar componentes antigénicos de metacestédeos de T. saginata por cromatografia

de gel filtracdo e de troca i6nica;

Analisar o perfil eletroforético do extrato salino de metacestddeos de T. saginata e
de suas fracdes antigénicas obtidas em géis de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) unidimensional (1D) e/ou bidimensional (2D) por cromatografia de

gel filtracdo e/ou de troca ibnica;

Detectar anticorpos IgG anti-metacestddeos de T. solium em amostras de soro e/ou

liguor frente aos extratos antigénicos por ELISA;
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Comparar a reatividade na deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestédeos de T.
solium frente ao extrato salino de metacestédeos de T. saginata, suas fragdes
antigénicas obtidas por cromatografia de troca idnica e o liquido de vesicula de

metacestdédeos de T. solium por ELISA em amostras pareadas de soro e liquor;

Realizar immunoblotting 1D e/ou 2D em amostras de soro e/ou liquor frente aos

extratos antigénicos obtidos para deteccado de IgG anti-metacestédeos de T. solium;

Identificacao de proteinas de interesse, das fracoes obtidas por cromatografia de gel

filtracao e de troca idnica, por espectrometria de massa;

Padronizar um imunossensor usando, como sonda a fragdo antigénica DEAES2,

obtida por cromatografia de troca i6nica em amostras de liquor.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado no Laboratério de Diagndstico de Parasitoses, Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICBIM), Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob
responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz, e no Laboratério de Imunoquimica e
Imunotecnologia, sob responsabilidade do Prof. Dr. Jair Pereira da Cunha JUnior. As amostras
de soro e liquor estavam disponiveis e armazenadas no Banco de Amostras Bioldgicas, do
Laboratério de Diagndstico de Parasitoses. A manutencdo destes espécimes foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa/UFU (CEP/UFU) sob o protocolo n2 041/2008. As formas
metacestédeos de T. saginata estavam disponiveis no Laboratério de Diagndstico de
Parasitoses. O presente projeto foi aprovado no CEP/UFU sob o protocolo n? 382/2011.

Parte do estudo vinculado ao Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior
(PDSE)/CAPES foi realizado no Instituto de Investigacdo Biomédica da Universidade Nacional
Auténoma do México (UNAM), sob responsabilidade da Profa. Dra. Edda Lydia Sciutto Conde
e do Prof. Dr. Raul José Bobes Ruiz. As amostras de soro e liquor estavam disponiveis e
armazenadas no Banco de Amostras Bioldgicas, aprovada pelo Comité de Etica em

Pesquisa/UNAM sob o protocolo de n2 63/14.

3.2 Caracterizagdo dos grupos de estudo

Foram avaliadas amostras de trés grupos de soro e/ou liquor. Para cada extrato

antigénico, um painel de amostras de soro e/ou liquor foi utilizado.
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Grupo 1 (G1) - amostras de soro e/ou liquor: pacientes com diagnéstico definitivo
para NC: (a) todos os pacientes apresentavam pelo menos um tipo de manifestacdo clinica
sugestiva de NC, sem sinais de cisticercose em outros 6rgaos; (b) todos os pacientes eram
provenientes de drea onde a cisticercose é endémica; (c) todas as amostras de soro e/ou
liguor foram positivas no teste ELISA para deteccao de anticorpos IgG anti- metacestédeos
de T. solium, utilizando extrato salino de metacestédeos de T. solium; (d) todos pacientes
apresentam evidéncia do parasito, comprovado através de neuroimagem (tomografia
computadorizada e/ou ressondncia magnética), classificados de acordo com Sotelo e
colaboradores (1985) em NC ativa (metacestddeos vidveis ou em degeneracdo) e NC inativa
(metacestddeos calcificados). Critérios de acordo com Del Brutto (2012b).

Grupo 2 (G2) - amostras de soro e/ou liquor: pacientes com outras infecgbes
parasitarias [Todas as amostras de soro foram provenientes de individuos submetidos a
exames parasitolégicos de fezes, realizados com trés amostras de cada individuo, pelo
método de Ritchie (1948)] e pacientes com outras desordens neurolégicas, respectivamente.

Grupo 3 (G3) - amostras de soro de individuos saudaveis: negativos para parasitos
intestinais em exames parasitolégicos de fezes, realizados com trés amostras, pelos métodos

de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e de Lutz (1919).
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3.2.1 Amostras de soro: cromatografia de gel filtra¢ado

3.2.1.1 Fragao antigénica F1

G1: 45 amostras de soro, sendo 24 de pacientes com NC ativa e 21 de
pacientes com NC inativa.

G2: 65 amostras de soro [Ascaris lumbricoides (n=5), Entamoeba
histolytica/dispar (n=2), Enterobius vermicularis (n=6), E. granulosus (n=8), Giardia lamblia
(n=8), ancilostomatideos (n=7), Hymenolepis nana (n=4), Schistosoma mansoni (n=4),
Strongyloides stercoralis (n=8), Taenia sp. (n=5) e Trichuris trichiura (n=4). Coinfeccdo:
ancilostomatideo + A. lumbricoides + T. trichiura (n=1), ancilostomatideo + A. lumbricoides
(n= 1), Entamoeba histolytica/dispar + G. lamblia (n=1) e H. nana + E. vermicularis (n=1)].

G3: 50 amostras de soro controle.

3.2.1.2 Fragdo antigénica F2

G1: 50 amostras de soro, sendo 25 de pacientes com NC ativa e 25 de
pacientes com NC inativa.

G2: 55 amostras de soro [A. lumbricoides (n=6), E. histolytica/dispar
(n=2), E. vermicularis (n=6), G. lamblia (n=6), ancilostomatideos (n=8), H. nana (n=4), S.
mansoni (n=4), S. stercoralis (n=9) Taenia sp. (n=3) e T. trichiura (n=4). Coinfeccdo:
ancilostomatideo + A. lumbricoides + T. trichiura (n=1), ancilostomatideo + A. lumbricoides
(n=1), E. histolytica/dispar + G. lamblia (n=1)].

G3: 50 amostras de soro controle.
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3.2.2 Amostras de soro e liquor: cromatografia de troca idnica

Um painel de amostras pareadas de soro e liquor, de pacientes do México foi
utilizado, para comparar a reatividade entre as fracdes antigénicas obtidas por
cromatografia de troca i6nica a partir do extrato salino de metacestédeos de T. saginata e o
liguido de vesicula de metacestédeos de T. solium.

G1: 68 amostras pareadas de soro e liquor, sendo 39 pacientes com NC
ativa (4 com localizacdo parenquimatosa e 35 extraparenquimatosa) e 29 pacientes com NC
inativa (24 com localizacdo parengquimatosa e 5 extraparenquimatosa).

G2: 30 amostras pareadas de soro e liquor [ataxia cerebelar (n=1),
cefaleia (n=1), cisto subaracnoide (n=1), doenca desmielinizante (n=14), fistula liqudrica
(n=5), hidrocefalia (n=1), higroma subdural (n=1), hipertensdo intracraniana crénica {(n=1),
papiledema (n=2), sindrome cerebral orgénica (n=1), trombose venosa cerebral (n=1),

vertigem e zumbido em estudo (n=1)].

3.2.3 Amostras de liquor: Imunossensor

G1: 10 amostras de liquor, sendo 5 de pacientes com NC ativa e 5 de
pacientes com NC inativa.
G2: 10 amostras de liquor: cefaleia (n=4), cefaleia e meningite (n=1),

cefaleia e neuropsicopatia (n=1), crise convulsiva (n=3), hidrocefalia (n=1).
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3.3 Obtenc¢do das formas metacestédeas de T. saginata e do liquido de vesicula de T.

solium

Os metacestédeos de T. saginata e de T. solium provenientes da musculatura
esquelética de bovinos de suinos, respectivamente, ambos naturalmente infectados, foram
separados por dissecacdo e lavados em solucdo salina {(NaCl 0,15M) por quatro vezes,
identificados e armazenados a -20 °C. Também foram retirados metacestédeos do

parénquima cerebral de suinos.

3.4 Preparacao do extrato salino de metacestédeos de 7. saginata e do liquido de

vesicula de T. solium

Para producdo do extrato salino (ES) de T. saginata, 50 metacestédeos foram
utilizados, de acordo com Nunes e colaboradores (2016). Os metacestédeos foram
ressuspendidos em 5 mL de tampado fosfato-salino (PBS, pH 7,4) contendo inibidores de
proteases: 100 pL/mL de extrato de cOmplete ULTRA (Tablets, Mini, EASYpac, Roche,
Alemanha), preparado conforme instrucdes do fabricante (1 pastilha para cada 10 mL de
agua ultrapura). Em seguida, a mistura foi submetida a cinco ciclos de congelamento,
maceracao e descongelamento em banhos de nitrogénio liquido, até n3ao se observar
metacestdédeos integrais. Em seguida, a mistura foi incubada a 4 °C por duas horas sob
agitacdo lenta e posteriormente centrifugada a 12400 x g por 30 min a 4 °C, o sobrenadante
obtido constituiu o ES. O extrato antigénico do liquido de vesicula (LV) de metacestdédeos de
T. solium foi produzido de acordo com Larralde e colaboradores (1986). O LV foi obtido por

rompimento dos metacestddeos integros, antes do congelamento dos musculos dos suinos.
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O calcio foi removido pela adicdo de 50 pL de oxalato de amoénio (0,3 M) e 25 uL de aménia
(1:3 v/v diluido em H,0 destilada) para cada 1 mL de LV. Posteriormente, o LV foi
centrifugado (2000 x g por 4 min, a 20 °C), o precipitado foi descartado e o sobrenadante
estocado em aliquotas de 100 pL e armazenado em nitrogénio liquido. A dosagem proteica
foi realizada pelo método de Bradford (1976) ou Lowry e colaboradores (1951), utilizando

como padrao de referéncia a soroalbumina bovina.

3.5 Cromatografias do extrato salino de metacestddeos de T. saginata

3.5.1 Cromatografia de gel filtracdo

O fracionamento do ES de metacestédeos de T. saginata foi realizado por
cromatografia de gel filtracdo, de acordo com Nunes e colaboradoes (2016). A suspensdo da
resina para cromatografia de gel filtracdo (Sephacryl S-100 High Resoultion, GE Healthcare,
EUA) foi preparada em volume final de 80 mL na coluna (vidro, tamanho 1,5 x 50 cm, volume
méximo 89 mL, drea da seccdo transversal 1,77 cm?, Bio-Rad Laboratories, EUA), suficiente
para aplicagdo do ES (5 % do leito cromatografico). A resina foi empacotada com agua
ultrapura a temperatura ambiente (TA). Com uma pipeta, a resina foi adicionada em
movimentos circulares pela parede da coluna, até formacao de decantado homogéneo. Apds
o0 empacotamento, foi armazenada a 4 °C.

A resina foi equilibrada em PBS com pelo menos 5 vezes o volume da coluna. O ES (4
mL, concentracdo minima de 6000 pg/mL), apds centrifugacdo e acréscimo de inibidores de
proteases cOmplete ULTRA (Tablets, Mini, EASYpac, Roche, Alemanha), foi aplicado a coluna

com auxilio de seringa (50 mL) e bombeado até o influxo total. Em seguida, foram
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adicionados e bombeados 4 mL de PBS (4 °C) para evitar a formacdo de camaras de mistura.
As fragdes foram coletadas automaticamente (modelo 2110, Bio-Rad, EUA) em aliquotas de,
aproximadamente, 1 mL. O volume final coletado correspondeu ao dobro do volume da
resina (160 mL).

As aliquotas foram monitoradas quanto a presenca de conteldo proteico pelo
método de Bradford (1976) e lidas em espectrofotdmetro de microplacas a 595 nm (Epoch,
BioTek Instruments, EUA). O cromatograma foi gerado, e os tubos compreendidos no pico
de absorbancia foram analisados por eletroforese unidimensional, que permitiu a definicao
de duas fragdes (F1 e F2). Apds o uso, a resina foi lavada com PBS e armazenada (4 °C) em

PBS acrescido de azida sédica (0,1 %).

3.5.2 Cromatografia de troca idnica

O fracionamento do ES de metacestédeos de T. saginata foi realizado por
cromatografia de troca idnica, de acordo com Nunes e colaboradoes (2013). Foram utilizadas
as seguintes resinas: carboximetil-sepharose {CM) - trocadora catibnica e dietilaminoetil-
sepharose (DEAE) - trocadora anidnica (GE Healthsciences, EUA). O fracionamento foi
realizado em microtubos. As resinas CM e DEAE foram equilibradas com 500 pL em PBS, foi
aplicado 200 pL do ES de metacestédeos de T. saginata, submetido a agitacao horizontal por
20 min a 4 °C. Os sobrenadantes constituiram a 1° fracdo (CMS1 e DEAES1). Em seguida, as
resinas foram lavadas 3 vezes com 500 pL PBS e foram eluidas com o mesmo volume de PBS
acrescido de cloreto de sddio (NaCl) 0,5M. Posteriormente, foram submetidas a agitacdo
horizontal por 20 min a 4°C e centrifugadas por 2 min em 2000 rpm. Os sobrenadantes

constituiram a 2° fracdo (CMS2 e DEAES2). A seguir, as resinas foram recuperadas com 3-5
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ciclos de lavagem em tamp3do basico (carbonato-bicarbonato, pH 9,6 — diluido 10 vezes em
agua destilada), seguido de tampdo acido (acetato de sédio, pH 4,5). As resinas foram
estocadas em etanol 20% e armazenadas a 4 °C. Foi realizada a dosagem proteica das

fracdes resultantes pelo método de Lowry e colaboradores (1951).

3.6 Analise do perfil eletroforético dos extratos antigénicos em géis de poliacrilamida

com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) unidimensional (1D) e bidimensional (2D)

3.6.1 Eletroforese unidimensional (1D)

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) gel gradiente 4-12%, 12%, 15% ou 17% foram realizadas para analisar o perfil proteico
do ES de metacestédeos de T. saginata e das fracOes antigénicas obtidas pelas técnicas
cromatograficas. As amostras e o padrdo de peso molecular (RECOM BLUE Wide Range
Protein Marker, Real Biotech, Taiwan) e (BioRad, EUA) foram submetidos a SDS-PAGE, em
condicdes desnaturantes, ndo redutoras, de acordo com Laemmli (1970).

O gel foi preparado em suporte do sistema completo de cuba eletroforética vertical
(Hoefer S300, EUA). Antes da aplicacdo no gel, o extrato salino de metacestdodeos de T.
saginata e as fracdes foram diluidos em tamp&o de amostra (Tris-HCl 100 mM (pH 6,8) + SDS
4% + azul de bromofenol 0,2% + glicerol 20%) 10x, e submetidos a aquecimento por trés min
em banho-maria. As placas foram acopladas nas cubas contendo tampao de corrida Tris-
glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM glicina, 5,5 mM SDS). A migracdo dos polipeptideos foi

realizada em corrente de 20 mA por aproximadamente uma hora. Padrao de peso molecular
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foi utilizado para o calculo dos pesos moleculares relativos das bandas proteicas presentes
has amostras.

A coloracdo do gel foi realizada com nitrato de prata pelo método de Friedman
(1982), com modificagdes, ou por azul de Coomassie G-250 (Coomassie Brilliant Blue G-250
70 mg + 2 mL de acido cloridrico), pelo método de Dong e colaboradores (2011). O gel foi
digitalizado em scanner para documentacdo. As bandas do perfil de cada amostra foram
comparados ao padrdao de massa molecular referéncia em kiloDalton (kDa), para estimar as
massas moleculares relativas das amostras. A analise foi realizada utilizando método grafico

pelo programa Image J (versdo 1.44, National Institutes of Health, EUA).

3.6.2 Eletroforese bidimensional (2D)

Para a eletroforese 2D, foi utilizada a fracdo DEAES2, que apresentou melhores
parametros de diagndstico, obtida por cromatografia de troca idnica. Todos os
procedimentos foram realizados utilizando o sistema Protean IEF Cell (Bio-Rad, EUA) e os
reagentes empregados de acordo com as recomendacdes do fabricante. Inicialmente, foi
realizada a limpeza da amostra utilizando o kit 2D-Clean up (BioRad, EUA), em seguida a
concentracdo proteica foi determinada com o kit 2D-Quant (Amersham-GE Healthcare,
Reino Unido).

Para focalizacdo isoelétrica (IEF) foram utilizadas tiras de 7 cm com gradiente de pH
imobilizado - IPG strips, pH 3-10 (BioRad, CA-EUA). Depois da quantificacdo proteica, a fracdo
antigénica DEAES2 contendo de 50 a 70 ug de proteina foi diluida em tampao de reidratacao
(ureia 7 M; tioureia 2 M; CHAPS 4 %; 3,5 uL de ditiotreitol [DTT] 0,86 M; 3 uL de anfélitos 0,2

% e azul de bromofenol) para um volume final de 125 pL por amostra. Apds absorgao da
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solucdo, as tiras foram recobertas com 6leo mineral ndao condutivel e, em seguida,
submetidas a reidratacdo passiva por 12 horas a 20 °C. A fracdo DEAES2 foi submetida a
focalizacdo a 20 °C e 50 YA por tira. Os seguintes parametros foram aplicados: (I} incremento
rapido de voltagem de 250 V por uma hora, (Il) incremento rapido de voltagem de 500 V por
uma hora, (lll) voltagem linear de 4000 V por duas horas e (IV) voltagem maxima até 10000
V/hora.

Ao término da focalizacdo as tiras foram equilibradas em solugdo tampao de
equilibrio (ureia 6 M; 0,05 M Tris-HCl pH 8,8; SDS 2% e glicerol 30%) em duas etapas: () 2,5
mL de tampao de equilibrio com DTT 1% por 15 min; (I} 2,5 mL de tampao de equilibrio com
iodoacetamida 2,5%, por igual periodo. A seguir, as tiras foram lavadas (20x) em solugao
tampao Tris-glicina-SDS e aplicadas na superficie do gel de poliacrilamida (SDS-PAGE a 12%),
sendo seladas com solugao de agarose 0,5%, contendo azul de bromofenol. O padrao de
peso molecular (BioRad, EUA) foi aplicado em papel de filtro. A eletroforese foi realizada
aplicando-se corrente constante de 200 V até completar o procedimento no sistema Mini
Protean cell (Bio-Rad EUA). Os géis foram corados com nitrato de prata de acordo com
Navarrete-Perea e colaboradores (2014) e com Comassie Brillant Blue G-250 coloidal, para
envio para espectrometria de massas. As imagens dos géis 2D foram analisadas no programa
computacional PDQuest (Bio-Rad, EUA) para determinar as massas moleculares aparentes e
os pontos isoelétricos dos polipeptideos do extrato antigénico. As analises foram realizadas

em triplicatas.
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3.7 Testes soroldgicos

3.7.1 ELISA para deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestddeos de 7. solium

Os testes ELISA foram realizados de acordo com Nunes e colaboradores (2013; 2016),
com modificacOes. Ensaios preliminares foram realizados para determinar condi¢cdes 6timas
para a reacao ELISA por meio das diluicoes dos antigenos, do conjugado e das amostras de

soro e liquor.

3.7.1.1 ES e fracdo antigénica F1 e F2

Como suporte para a adsorcao do ES de metacestédeos de T. saginata e da fracao
antigénica F1 e F2 em concentracdo de 10 pg/mL e 10 pg/mL/por poco, respectivamente, a
um volume final de 50 pL/poco em tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M, pH 9,6, placas de
microtitulacdo de poliestireno de baixa afinidade (Interlab, Brasil) foram utilizadas e
incubadas por 18 horas a 4 °C. Em seguida as placas foram lavadas uma vez, de cinco min,
com PBS acrescido de Tween 20 a 0,05% (PBS-T). As amostras de soro, testadas na diluicao
1/200 em PBS-T acrescido de 3% de leite desnatado (PBS-TM), foram acondicionadas (50
uL/poco) e incubadas por 45 min a 37 °C. Apds lavagens com PBS-T, por trés ciclos de cinco
min, foi adicionado o conjugado IgG de cabra anti-lgG humana-peroxidase (Sigma Chemical,
EUA) na diluicdo 1/2000 em PBS-T (50 pL/poco). A reacdo foi incubada por 45 min a 37 °C.
Apds trés lavagens, a reacdo foi revelada pela adicdo de 50 pl/poco do substrato H,0,
diluido em solucdo cromédgena de ortofenilenodiamina (OPD), preparado no momento de

uso (0,005g de OPD + 12,5mL de tampao citrato fosfato 0,1 M pH 5,0 + 5uL de H,0, 30%).
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Apds 15 min, a TA e ao abrigo da luz, a reagao foi interrompida com a adigdo de 25uL de
solucdo 2 N de H,S0,. Os valores de absorbancia foram determinados em filtro de 492 nm

em leitor ELISA (TP Reader, Thermo Plate, Brasil).

3.7.1.2 ES, LV e fragoes antigénicas CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2

Para adsorcdo dos antigenos (ES, LV, CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2) foram
utilizadas placas de baixa afinidade (Nunc, Maxisorp, Thermo Fisher Scientific, catalogo
80040LE0910, EUA) sensibilizadas em concentracdo de 5 pg/mL em tampdo carbonato-
bicarbonato 0,06 M, pH 9,6, incubadas overnight a 4 °C. Trés ciclos de lavagem foram feitos
em lavadora de microplacas (Thermo Fisher Scientific, EUA) com PBS-T. Foram testadas
amostras de soro na diluicdo 1/200 em PBS-TM 3% e amostras de liquor na diluicdo 1/10 em
PBS-T; e, depois, incubadas por 45 min a 37 °C. Apds seis ciclos de lavagens, foi adicionado o
conjugado IgG de cabra anti-lgG humana-peroxidase (Invitrogen, Life Technologies, EUA) na
diluicdo 1/10000 (50 pL/poco) em PBS-T. A reacdo foi incubada por 45 min a 37 °C. Apés o
mesmo ciclo de lavagens, 100 plL de substrato 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) Invitrogen,
Life Technologies, EUA) foram adicionados a cada poco. A reacao foi interrompida apds 10
min de incubacdo em gelo, pela adicdo de 50 plL/poco de solucdo 2 N de H,SO,. Os
resultados foram obtidos em valores de absorbancia a 450 nm em leitora de ELISA (Dynex

Opsys MR, EUA).
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3.7.2 Immunoblotting 1D e 2D para deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestédeos

de T. solium

Os componentes proteicos do ES de metacestédeos de T. sagianta e das fracbes
antigénicas (F1 e DEAES2) foram submetidos a eletroforese em géis de poliacrilamida 1D:
12% (ES e F1); gel gradiente 4-12% (DEAES2); e géis de poliacrilamida 2D: 12% (DEAES2);
entdo, foram transferidos do gel para membranas de nitrocelulose ou PVDF, de acordo com
técnica de Towbin, Staehelin e Gordon (1979).

Primeiramente foi realizado o immunoblotting 1D para o ES e a fracao F1. O sistema
de eletrotransferéncia semi-seco (Hercules, Bio-Rad, EUA) foi utilizado para acondicionar um
sandwich com papel de filtro, membrana de nitrocelulose (0,20 pm, Bio-Rad) e gel. O
sandwich foi umedecido em tampdo de transferéncia (Tris 25mM, glicina 192 nM e metanol
20%) e colocado na cuba de transferéncia (200 mA, 30 min). Ao término da transferéncia, a
membrana de nitrocelulose foi corada com solugao de Ponceau S 0,5% em acido acético 1%,
para confirmar as bandas eletrotransferidas. As membranas foram colocadas em cubas para
immunoblotting e bloqueadas com PBS-T acrescido 2,5% de leite desnatado (PBS-TM 2,5%)
por duas horas, a TA; e depois foram lavadas com PBS-TM 1%. As amostras de soro foram
utilizadas na diluicdo 1/25 em PBS-TM 1% para um volume final de 500 pL/poco. As
membranas foram, entdo, incubadas por 18 horas a 4° C, sob agitacao horizontal lenta. Apds
a incubacdo, as membranas foram submetidas a cinco ciclos de lavagens de cinco min cada,
com PBS-T 0,05%, posteriormente adicionados 500 plL do conjugado IgG de cabra anti-IgG
humana-peroxidase (whole molecule, Sigma, EUA) na diluicdo 1/1500, em PBS-TM 1%. Apds
duas horas sob agitacao lenta a TA, as tiras foram submetidas a cinco ciclos de lavagens com

PBS-T 0,05%. O teste foi revelado com Fast-DAB (Sigma-Aldrich, EUA) 3,3 diaminobenzidina
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(DAB) em PBS e H,0, 30% por 3 min. Apds a visualizagdo das bandas antigénicas, a reagao foi
interrompida por lavagens sucessivas com agua destilada.

Para fracao DEAES2, foi realizado o immunoblotting 1D e 2D. Apds a transferéncia na
mesma condicdo do ES e da fracdo F1, membranas de PVDF (0,20 um, Bio-Rad) foram
submetidas a trés ciclos de lavagens em PBS-T 0,2% por 5 min cada. Posteriormente foi
realizado o bloqueio a TA com PBS-TM 2%, por duas horas. As amostras de liquor diluidas na
proporcao 1/20 em PBS-TM 2% com Triton X-114 0,2% e incubadas por 18 horas a 4 °C, sob
agitacdo horizontal lenta. Apds cinco ciclos de lavagens com PBS-T 0,2% por 5 min cada,
adicionou-se o conjugado IgG de cabra anti-lgG humana-peroxidase (Invitrogen, Life
Technologies, EUA) na diluicdo 1/5000 em PBS-TM 2% com Triton X-114 0,2%. Finalmente,
foi realizado quatro ciclos de lavagens com PBS-T 0,2% (5 min/cada) e dois ciclos com PBS (5
min/cada). A reacdo foi revelada com substrato TMB (Invitrogen, Life Technologies, EUA).
Apds a visualizacdo das bandas antigénicas, a reacdao foi interrompida por lavagens
sucessivas com agua destilada e foi realizada a lavagem com PBS-T 0,2% até eliminagdo das
manchas em excesso.

Os picos do perfil de cada amostra foram comparados ao padrao de massa molecular
referéncia em kiloDalton (kDa) para estimar as massas moleculares relativas. A analise foi
realizada utilizando método grafico pelo programa Image J (versdo 1.44, National Institutes
of Health, EUA). As imagens do immunoblotting 2D foram analisadas no programa
computacional PDQuest (Bio-Rad, EUA) para determinar as massas moleculares aparentes e
0s pontos isoelétricos. As analises foram realizadas em triplicatas, somente para o

immunoblotting 2D.
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3.8 Espectrometria de massas, pesquisa no banco de dados, identificacdo das proteinas

e predicdo de epitopos

A identificacdo de proteinas por espectrometria de massas - mass spectrometry (MS)
foi realizada apds selecdo de bandas das fragcdes de ES obtidas por gel filtracdo (F1 e F2) e de
spots reagentes da fracao DEAES2 com base nos melhores pardmetros diagndsticos.

Bandas de gel SDS-PAGE 1D 15 % ou 17% e spots de gel SDS-PAGE 2D, corados por
Comassie Brillant Blue G-250 coloidal, foram excisados manualmente. O procedimento de
preparacdao de amostras para MS foi realizado de acordo com o protocolo do Biomolecule
Analysis Core Facility da University of Texas at El Paso (UTEP). Em capela de fluxo laminar,
previamente limpa com alcool metilico, as bandas ou spots foram excisadas, o mais
precisamente possivel. Todos os materiais foram previamente lavados com alcool metilico
para diminuir contaminantes. Cada banda ou spot foi acondicionado em microtubo de
polipropileno (1,5 mL); pré-lavado com acetonitrila, e lavado com acetonitrila (4 x, 5 min)
com agitacdo ocasional, para retirada de detergentes e sais residuais. A acetronitrila foi
removida com micropipeta, e as amostras congeladas (-20 °C).

As analises seguintes foram realizadas no Centro de Facilidades para a Pesquisa
(CEFAP) da Universidade Federal de S3o Paulo (USP, S3o Paulo), no Laboratério de
Espectrometria de Massas. Apds digestdao enzimatica, os peptideos resultantes foram
analisados e sequenciados. A plataforma utilizada pelo CEFAP foi a EASY nanolLC II-LTQ
Orbitrap Velos-ETD (Thermo Scientific, EUA) acoplada a técnica de nanocromatografia
liguida (EASY-nanoLC Il), na qual os peptideos foram separados em uma coluna com resina
de fase reversa C18 (reversed-phase high performance liquid chromatography — RP/HPLC). A

eluicdo sequencial dos peptideos foi realizada em gradiente de acetonitrila por 45 min; e
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separados e analisados no espectrometro de massas (LTQ-Orbitrap Velos ETD, EUA). Os
espectros gerados foram processados com as ferramentas computacionais da plataforma,
resultando em uma lista, posteriormente, pesquisada contra os bancos de dados UniProt
(http://www.uniprot.org/) e National Center for Biotechnology Information (NCBI;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Os resultados obtidos foram selecionados em relacdo ao
género Taenia e consideradas as identificacdes de proteinas com maiores score, taxa de
cobertura e peptideos Unicos.

A predicdo de epitopos lineares de células B foi realizada pelo método BepiPred
disponivel na plataforma de recursos Immune Epitope Database Analysis Resource
(http://tools.immuneepitope.org/bcell/). Os residuos de aminoacidos com escores acima do
limiar (padrao 0,35) foram previstos como parte de um epitopo. Epitopos preditos com pelo
menos trés aminoacidos foram considerados.

A modelagem 3D das proteinas na plataforma Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org/) foi realizada para selecionar os templates de estruturas
terciarias de proteinas da mesma familia depositadas, para a construcao dos modelos das
proteinas de Taenia sp. identificadas. O programa UCSF Chimera (versdo 1.10.1) foi aplicado
para analises dos graficos moleculares, especificamente, a apresentacdao da estrutura
terciaria com os epitopos preditos marcados em amarelo e sequéncias nao preditas em

verde.

3.9 Desenvolvimento do imunossensor

Experimentos preliminares foram realizados no Laboratério de Nanobiotecnoloiga da

UFU, sob coordenacgao do Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho, para determinar as condicdes
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6timas para o desenvolvimento de um imunossensor utilizando a fracado DEAES2. As reagoes
foram conduzidas a TA (25 = 1 °C), utilizando agua ultrapura (Direct-Q®3, Merck Milipore,
Alemanha) para a preparacao das solucdes. Para elaboracdo da sonda, 2 pL do extrato
antigénico com concentracdo proteica de 1884 pg/mL foram imobilizados, por adsorcdo
fisica, em eletrodos do tipo screen-printed de grafite (C110) (DropSens, Espanha) e
incubados por 10 min. As sondas foram lavadas com 100 uL de PBS e secas.

Posteriormente, foram adicionados 2 pL do indicador 4-DMAA (5 mM/mL) a sonda.
Duas condicdes foram testadas: enriquecimento com compdsitos de ZnO com Ag,0
(Zn0O:Ag,0) 0,9 e 9%, ambos com concentracdo de 2000 pg/uL. Em seguida, foi realizada a
incubacado por 20 min, as sondas foram lavadas com 100 plL de PBS, secas e feito o bloqueio
com BSA 0,5% por 20 min.

Para validacdo do ensaio, 2 puL de amostras de liquor na diluicdo 1/100 em PBS foram
adicionados e incubados por 20 min. Dois pools de liquor foram utilizados: um com 10
amostras de pacientes com diagndstico confirmado para NC e um, como controle, com 10
amostras de pacientes com outras desordens neurolégicas.

Medidas de voltametria de pulso diferencial foram obtidas usando 100 puL de PBS
como eletrdélito. As analises eletroquimicas foram realizadas no potenciostato PalmSens3
(PalmSens BV, Holanda), na velocidade de 15 mV s-1 e janela de potencial fixada 0V a + 0,5

V.

3.10 Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o programa computacional GraphPad Prism

versdo 6.01 (GraphPad Software, EUA). Os dados de ELISA foram submetidos a analise pela
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curva two-graph receiver operating characteristic (TG-ROC) combinada com a receiver
operating characteristic curve (ROC) (GREINER, 1995; GREINER; SOHR; GOBEL, 1995), que
determinaram o ponto 6timo (cut-off) da reacdo para cada extrato antigénico analisado. Os
resultados da reatividade dos soros e/ou liquor foram expressos em densidade tica (DO) ou
por indice ELISA (IE) — valor de absorbancia dividido pelo cut-off, para cada extrato
antigénico. Consideraram-se como positivas as amostras com IE > 1,0.

Sensibilidade (Se) e especificidade (Es) foram calculados de acordo com Youden (1950),
utilizando as seguintes férmulas: Se (%) =[a/(a+¢)] x 100 e Es (%) = [d / (b + d)] x 100, onde:
(a): verdadeiro positivo, (d): verdadeiro negativo, (b): falso positivo e (c): falso negativo. As
diferencas estatisticamente significantes foram consideradas quando P < 0,05 e intervalos de
confianga de 95% foram apresentados para os calculos de Se, Es e AUC.

Curvas receiver operating characteristic (ROC), para descrever indices de eficacia
diagndstica (MARTINEZ; LOUZADA-NETO; PEREIRA, 2003), foram construidas. Area sob a
curva ou area under curve (AUC), foi calculada, onde: valores préximos a 1 indicam um teste
informativo e valores préoximos a 0,5 indicam um teste sem informacao diagndstica (HANLEY;
McNEIL, 1982). A comparacao das AUC entre os extratos antigénicos (ES e F1) utilizando o
método descrito por Hanley e McNeil (1983), considerando P < 0,05, foi realizada.

Razdo de verossimilhanca ou likelihood ratio (LR), um eficiente pardmetro de
diagnéstico, que indica o desempenho do teste, foi calculado. LR+ = Se/(1-Es): indica a
probabilidade de pacientes com NC ter um teste positivo comparado com pacientes
negativos, enquanto a LR- = (1-Se)/Es: indica a probabilidade de pacientes com NC ter um
teste negativo comparado com pacientes negativos.

Considerando os dados de ELISA com amostras pareadas de soro e liquor utilizando a

fracao DEAES2 obtida por cromatografia de troca idnica em resina anionica na deteccao de
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anticorpos 1gG anti-Taenia, o teste de Wilcoxon (W) n3o-paramétrico para amostras

pareadas foi conduzido (MINEO e colaboradores 2005).

3.11 Normas de biosseguranca

Os procedimentos de colheita e manuseio dos materiais biolégicos e reagentes, como
também a utilizacdo dos equipamentos, foram cumpridos de acordo com as normas de

biosseguranca descrita por Mineo e colaboradores (2005).

4, RESULTADOS
4.1 FragOes antigénicas de metacestddeos de T. saginata obtidas por cromatografia de

gel filtragao

4.1.1 Andlise do perfil eletroforético

O ES apresentava uma concentracdo proteica de 3560 pg/mL. As fracdes antigénicas
resultantes apresentaram as seguintes concentracdes proteicas: F1 - 349 pg/mlL e F2 - 931
ug/mL. O cromatograma apontou tubos com presenca de polipeptideos (Figura 1A), que
foram selecionados para a analise eletroforética (Figura 1B). Apds observagao do perfil de
bandas nos géis, as amostras com perfil sesmelhante foram reunidas agrupadas constituindo
as fracOes antigénicas. Os tubos entre 22-26 foram denominados fracao F1 e os tubos 28-34
formaram a F2.

Os perfis eletroforéticos do ES e suas fracdes antigénicas F1 e F2 foram analisados,

depois de submetidos a SDS-PAGE 15% e 17% e corados por coomassie (Figura 2). Os ES
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mostrou componentes proteicos, com massas moleculares variando entre <15 a 140 kDa. Na
fracdo F1 foi observada bandas com massas moleculares de 12, 20 e 64-68 kDa (regido

enriquecida). A fracdo F2 apresentou duas bandas caracteristicas de 15 e 20 kDa.
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Figura 1. (A) Perfil cromatografico do extrato salino (ES) de metacestéodeos de Taenia
saginata obtido por cromatografia em resina de gel filtracdo S-100 (Sephacryl S-100 High
Resoultion, GE Healthcare, EUA), leitura realizada pelo método de Bradford (595nm) Blank —
tampao de equilibrio. (B) Perfil eletroforético do ES e das amostras representativas obtidas
por cromatografia de gel filtracdo (tubos 11-28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 e 42), em SDS-PAGE a
12%, corado por nitrato de prata. PM - padrao de peso molecular (kDa).
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4.1.2 Deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestédeos de T. solium por ELISA

4.1.2.1 ES e fragdo antigénica F1

A Figura 3A mostra a reatividade no ELISA das amostras de soro frente as duas
preparacdes antigénicas (ES e F1). As taxas de positividade para o ES e F1 foram,
respectivamente: 84,4% (38/45) e 93,3% (42/45) no G1; 15,3% (10/65) e 9,2% (6/65) no G2 e
12% (6/50) e 4% (2/50) no G3. As reatividades cruzadas no G2, quando se utilizou o ES,
foram devido as amostras de soro de pacientes infectados com ancilostomatideos (2/7), S.
mansoni (1/4), S. stercoralis (2/8), G. lamblia (2/8), E. histolytica/dispar (1/2), H. nana + E.
vermicularis (1/1) e E. granulosus (1/8). Quando a fracdo F1 foi testada, a reatividade
cruzada aconteceu nas amostras de pacientes infectados com ancilostomatideos (1/7), S.
stercoralis (1/8), E. histolytica/dispar (2/2), Taenia sp. (1/1) e E. granulosus (1/8).

A fragdo antigénica F1 alcangou os melhores parametros diagndsticos (Figura 3B).
Comparando as curvas ROC, a F1 foi mais eficiente para distinguir pacientes com NC (G1)
daqueles dos grupos controle (G2 e G3), alcancando um alto valor de AUC (AUC = 0,990; z=
-3,6; P= 0,0003). O valor de LR+ para o ES (LR+ = 6,07) indicou apenas uma moderada
probabilidade de um caso verdadeiramente positivo de NC, enquanto que para Fl este
indice mostrou um alto valor diagndstico (LR+ = 13,42). Esta eficiéncia pode ser corroborada
guando se analisa o valor de LR- (LR- = 0,07), este parametro, quando < 0,1 virtualmente

exclui a chance de infeccdo (JAESCHKE et al., 1994).
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Figura 3. (A) ELISA para detecgdo de anticorpos IgG anti-mestacestédeos de Taenia solium
em amostras de soro de pacientes com NC (G1; n=45), outras infeccBes parasitarias (G2;
n=65) e individuos saudaveis (G3; n=50), utilizando o extrato salino (ES) de metacestédeos
de Taenia saginata e a fracao F1 obtida por cromatografia em resina de gel filtracao S-100
(Sephacryl S-100 High Resoultion, GE Healthcare, EUA), Linha pontilhada indica o cut-off
(Indice ELISA >1). (B) Curva ROC indicando o ponto 6timo da reacdo (cut-off), sensibilidade
(Se), especificidade (Es), area sob a curva (area under curve; AUC) e razao de verossimilhanga
(likelihood ratio; LR) utilizando o ES e a fracdo F1 obtida por cromatografia de gel filtracdo.
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4.1.2.2 ES e fragdo antigénica F2

O painel de soros caracterizado no item 3.2.1.2 foi avaliado pelo ELISA utilizando o ES
e sua fracdo antigénica F2, obtidas por cromatografia de gel filtragdo (Figura 4). No G1,
pacientes com NC, 80% das amostras foram positivas para o ES e F2. No G2, com outras
infecgOes parasitarias, 23,6% das amostras de soro foram positivas para o ES e 1,8% para F2.
No G3, com individuos saudaveis, a positividade foi de 24% para ES e 18% para F2.

A reatividade cruzada no G2 (IE>1), quando testada a fracao F2, foi observada apenas
em uma amostra de soro de H. nana (1/55). No entanto, para o ES, foram observadas 13
amostras de soro de pacientes falso positivos no G2: ancilostomideos (4/55), S. mansoni
(1/55), A. lumbricoides (1/55), S. stercoralis (2/55), G. lamblia (1/55), E. vermicularis (1/55),
E. histolytica/dispar (1/55), ancilostomideo + A. lumbricoides (1/55) e Taenia sp (1/55)
(Figura 4A).

O teste ELISA utilizando a fracao F2 apresentou melhores parametros de diagndstico

(Se: 80,0%; Es: 90,5%; AUC: 0,954; LR+: 8,42 e LR-: 0,22), em relagdo ao ES (Figura 4B).
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Figura 4. (A) ELISA para detecgdo de anticorpos IgG anti-mestacestédeos de Taenia solium
em amostras de soro de pacientes com NC (G1; n=50), outras infeccBes parasitarias (G2;
n=55) e individuos saudaveis (G3; n=50), utilizando o extrato salino (ES) de metacestédeos
de Taenia saginata e a fracao F2 obtida por cromatografia em resina de gel filtracao S-100
(Sephacryl S-100 High Resoultion, GE Healthcare, EUA), Linha pontilhada indica o cut-off
(Indice ELISA >1). (B) Curva ROC indicando o ponto 6timo da reacdo (cut-off), sensibilidade
(Se), especificidade (Es), area sob a curva (area under curve; AUC) e razao de verossimilhanga
(likelihood ratio; LR) utilizando o ES e a fracdo F2 obtida por cromatografia de gel filtracdo.
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4.1.3 Immunoblotting 1D para detec¢do de anticorpos IgG anti-metacestédeos de T.
solium

4.1.3.1 ES e fracdo antigénica F1

A Figura 5 mostra o perfil de reatividade no immunoblotting, quando o ES e a fragao
F1 foram utilizados. Foi utilizado um pool/ de 10 amostras mais reativas no teste ELISA, para
o ES e F1 (G1) e outro pool com a mesma quantidade de amostras menos reativas no teste
ELISA para o ES e F1 (G3). Para o ES no G1, as seguintes proteinas imunodominantes foram
reconhecidas: 24, 64-68, 70, 80, 86, 100 e 2 140 kDa. Para F1 houve reconhecimento das
seguintes bandas: 12-14, 25, 39-42, 52, 64-68 e 2 140 kDa. Nao houve reconhecimento de
bandas relacionadas ao diagndstico da NC quando se utilizou o poo/ de amostras de soro do
G3 para ambas as preparacbes antigénicas. A banda de 64-68 kDa, uma importante
marcador para o diaghostico da NC que foi reconhecida quando se utilizou o ES e a fracao

F1.
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Figura 5. Immunoblotting para detecgdo de anticorpos IgG anti-mestacestédeos de Taenia solium em pool de amostras de soro de pacientes
com NC (G1) e individuos saudaveis (G3), utilizando o extrato salino de metacestédeos de Taenia saginata (ES) e a fragdo antigénica F1, obtida
por cromatografia de gel filtracdo. Picos de intensidade, indicam as bandas detectadas pelo programa Image J (versdo 1.44, National Institutes

of Health, EUA). PM - padrao de peso molecular (kDa).
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4.2 FragOes antigénicas de metacestddeos de T. saginata obtidas por cromatografia de

troca idnica

4.2.1 Andlise do perfil eletroforético

Os perfis eletroforéticos do ES de metacestdédeos de T. saginata e suas fracOes
antigénicas: CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2, foram analisados, depois de submetidos a SDS-
PAGE 12% e corados por nitrato de prata (Figura 6). O ES revelou bandas, com massas
moleculares entre <15 a 140 kDa. Na fracao CMS1 foi observada bandas com massas
moleculares variando de 24 a 140 kDa. A fracao DEAES1 revelou banda com massa proteica
de 64-68 kDa, com menor intensidade de marcacado. A fracao CMS2 apresentou uma porgao
enriquecida variando de 20 a 70 kDa. Bandas com massas moleculares de 64-68 kDa, foi
observado em todas fracOes antigénicas.

O perfil eletroforético 1D da fracao DEAES2 foi realizado, em gel de poliacrilamida
gradiente (4-12%), corado por Azul de Coomassie. Bandas com peso molecular variando de
40-70 kDa foram visualizadas (Figura 7A). O perfil eletroforético 2D da fracao DEAES2 foi
realizado em gel de poliacrilamida 12%, corado por nitrato de prata (Figura 7B). Analises
realizadas pelo PDQuest (Bio-Rad, EUA), identificaram 24 spots caracteristicos, com variacdo

de pH de 3-10 e peso molecular de 25 a 100 kDa.
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(kDa).
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prata. Aproximadamente 70 ug de proteina foram utilizadas para reidratar a tira de IPG

(Gradiente de pH imobilizado) de 7 cm, n3do-linear, pH 3-10. Um total de 24 spots foram

identificados e numerados (1-24). PM -padrdo de peso molecular (kDa).
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4.2.2 Deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestédeos de 7. solium por ELISA

4.2.2.1ES, LV e fragoes antigénicas CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2

A reatividade das fragbes antigénicas obtidas por cromatografia de troca idnica foram
testadas por ELISA, utilizando amostras pareadas de liquor e soro de pacientes, de area
endémica do México, com o objetivo de comparar a reatividade na deteccdo de anticorpos
IgG anti-metacestédeos de T. solium frente ao ES, suas fracbes antigénicas e o LV de
metacestdédeos de T. solium. Os resultados dos parametros de diagndsticos estdao mostrados
na Figura 8 (soro) e Figura 9 (liquor). Dentre as fragGes testadas, DEAES2 destacou-se por
apresentar resultados satisfatdrios utilizando amostras pareadas de soro e liquor e
comparando com o antigeno padrdo ouro no México (LV de T. solium).

Quando testadas amostras de soro os parametros de diagndstico de DEAES2 foram
similares ou melhores ao LV (Se: 88,2% e 88,2%; Es: 83,3% e 80%; AUC: 0,946 e 0,961; LR+:
5,29 e 4,41; LR-: 0,14 e 0,14, respectivamente). Em amostras de liquor a fracdo CMS2 obteve
6timos parametros de diagndstico, entanto a fracdo DEAES2 foi escolhida para os ensaios
posteriores de immunoblotting, MS e desenvolvimento de imunossensor, por manter os
indices nas amostras pareadas de soro e liquor.

Na Figura 10, sdo apresentadas as taxas de positividades do ELISA utilizando a fragao
DEAES2. No G2 a taxa de positividade foi de 16,7% (5/30) em amostras de soro e 10% (4/30)
em amostras de liquor. Essas amostras sdo de individuos com fistula liquérica (2/30-soro),
doenca desmielinizante (1/30-soro e 4/30-liquor), hidrocefalia (1/30 - soro) e papiledema
(1/30-soro). Considerando o |IE de anticorpos IgG anti-Taenia em amostras de soro e liquor o
teste de Wilcoxon (W) ndo-paramétrico para amostras pareadas foi conduzido. Nos grupos

amostrais para amostras pareadas de soro e liquor, houve diferenca estatistica (P < 0,001)
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Figura 8. Curvas ROCs indicando o ponto étimo da reagao (cut-off), sensibilidade (Se),

especificidade (Es), area sob a curva (area under curve; AUC) e razdo de verossimilhanca

(likelihood ratio: LR+ e LR-) para deteccdo de anticorpos IgG anti-mestacestédeos de Taenia

solium em amostras de soro, utilizando liquido de vesicula (LV) extrato salino (ES) de

metacestdédeos de Taenia saginata e suas fracbes obtidas por cromatografia de troca i6nica
(CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2).
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Figura 9. Curvas ROCs indicando o ponto étimo da reagao (cut-off), sensibilidade (Se),

especificidade (Es), area sob a curva (area under curve; AUC) e razdo de verossimilhanca

(likelihood ratio: LR+ e LR-) para deteccdo de anticorpos IgG anti-mestacestédeos de Taenia

solium em amostras de liquor, utilizando liquido de vesicula (LV) extrato salino (ES) de

metacestdédeos de Taenia saginata e suas fracbes obtidas por cromatografia de troca i6nica

(CMS1, CMS2,

DEAES1 e DEAES2).
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Figura 10. ELISA para deteccao de anticorpos IgG anti-mestacestédeos de Taenia solium em
amostras de soro e liquor de pacientes com NC (G1; n=68) e outras desordens neuroldgicas
(G2; n=30), utilizando a fracdo DEAES2 obtida por cromatografia de troca i6nica. Linha
pontilhada indica o cut-off (Indice ELISA >1). *** P < 0,001.

4.2.3 Immunoblotting 1D e 2D para detecc¢do de anticorpos IgG anti-metacestédeos

de T. solium em amostras de liquor

A Figura 11A demonstra o perfil de reconhecimento dos spots utilizando poo/ (cinco
amostras) de liquor de pacientes com NC (1), individuos falsos positivos (2) e com outras
desordens neuroldgicas (3), com a fragdo DEAES2. Trés bandas foram reagentes com peso
molecular variando de 55-75 kDa, foram identificadas, em pacientes com NC. Nao houve
reconhecimento de bandas em individuos falsos positivos e negativos. Na Figura 11B(1) dois
spots com pl 5,4 e >75 kDa demostram spots especificos. Quando se testou individuos falsos

positivos, ndo houve revelagdo de spots [Figura 11B(2)].
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Figura 11. Immunoblotting para deteccao de anticorpos IgG anti-metacestdédeos de Taenia
solium, utilizando a fracao antigénica DEAES2 de metacestddeos de Taenia saginata, obtida
por cromatografia de troca idnica em resina dietilaminoetil-sepharose. (A) Immunoblotting
utilizando pool de liquor de pacientes com NC (1), individuos falsos positivos (2) e individuos
com outras desordens neurolégicas (3), em gel unidimensional gradiente (SDS-PAGE), 4-12%.
(B) Immunoblotting utilizando pool de liquor de pacientes com NC (1) com outras desordens
neurolégicas (2), em gel bidimensional (2D-PAGE), 12%. PM - padrao de peso molecular
(kDa).
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4.3 ldentificacdo de proteinas por espectrometria de massas (MS) e predi¢io de

epitopos

4.3.1 Fragdo antigénica F1 obtida por cromatografia de gel filtracdo

A identificacdo de proteinas de interesse diagndstico da NC por espectrometria de
massa foi realizada apds selecao da fracao F1 a partir dos testes ELISA e immunoblotting 1D.
Na F1 a banda de 64-68 kDa (banda diagndstica descrita na literatura para NC) foi
selecionada. A Figura 12 (A e B) apresenta as proteinas de interesse diaghostico para a NC
identificadas por MS. A Tabela 1 apresenta as proteinas identificadas de acordo com o
escore, peptideos Unicos e taxa de cobertura.

Considerando a auséncia da sequéncia completa da enolase de T. solium e a
estrutura conservada desta proteina no género Taenia, utilizou-se a estrutura da mesma
proteina em T. multiceps para realizar analise in silico para predicdo de epitopos de célula B.
Para a enolase (T. multiceps) 18 epitopos foram preditos (Figuras 12A.1). Para a proteina
calreticulina (T. solium) 10 epitopos foram preditos (Figuras 12B.1). Os epitopos de célula B
sao mostrados na modelagem 3D em amarelo (Figuras 12A.2 e 12B.2). As sequéncias das
proteinas identificadas em F1 sdo mostradas nas Figuras 12A.3 e 12B.3. A proteina enolase,
apresentou pl 7,19; taxa de cobertura de 20,32 e foram lidos sete peptideos Unicos. A
proteina calreticulina, obteve uma taxa de cobertura de 30,13; com oito peptideos Unicos

analisados e pl 4,56 (Tabela 1).
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calreticulina [Taenia solium] 0N
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€61 DGGMRITQDARFYRYSAPFNKPLSNKDKIMCVQFTVKHEQNIDCGGGYVKLLGESFKPDD 120
121 FHGESPYEIMFGPDICGYDKKIVHVIFSYKGKNYLVKRDIPCKSDTLTHLYTLIVRPDNT 180
181 FEVLIDNKTAETGSLVADFDMIPPRTIDDPDAKKPEDWVDEAEIPDPDDKKPDDWDOQPKT 240
241 IVDINAKQPEDWNEETDGEWIAPMIDNPDYKGEWHPKMIPNPAYRGEWKPPQIPNPDHFE 300
301 DSELYARTFAYIGLDLWQVKSGIIFDNFIVSDNVSECQAHAEYWQKRFAFEEEEEKKSFE 360
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Figura 12. Identificagdo de proteinas por espectrometria de massas da fragcdao F1 obtida por
cromatografia de gel filtracdo (Sephacryl S-100) (A) enolase (Taenia Multiceps) e (B)
calreticulina (Taenia solium). (A.1 e B.1) Predicdo de epitopos lineares de células B pelo
BepiPred. Residuos de aminoacidos sdo coloridos em amarelo no grafico quando atingem
escores acima do limiar (threshold; 0,35), o eixo X corresponde as posicdes dos residuos na
sequéncia (position) e eixo Y score. (A.2 e B.2) Estrutura tridimensional, obtida por
modelagem comparativa, da estrutura terciaria da proteina (UCSF Chimera), onde epitopos
de célula B preditos sdo mostrados em amarelo e epitopos nao preditos em verde. (A.3 e
B.3) Sequéncia da proteina identificada.
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4.3.2 Fragdo antigénica F2 obtida por cromatografia de gel filtracdo

A identificacdo de proteinas de interesse diagndstico da NC por MS foi realizada apds
selecdo da fracdo F2 a partir do teste ELISA para deteccao de IgG. Na fracdo F2 duas bandas
proteicas foram selecionadas aleatoriamente para analise: F2a — 20 kDa e F2b — 15 kDa. A
MS identificou duas proteinas: mioglobina [Bos taurus] (F2a) e glicoproteina de 8 kDa [T.
multiceps] (F2b) (Tabela 1).

A Figura 13 (A e B) mostram as proteinas identificadas por MS. Na Figura 13A.1
visualiza-se a sequéncia da proteina mioglobina e, em 13A.2, sua estrutura terciaria. A
proteina é especifica do hospedeiro intermediario, mostrando a internalizacao de proteinas
do hospedeiro pela forma larval do parasito.

A glicoproteina de 8 kDa identificada em F2, possui 85 aminoacidos, taxa de
cobertura de 43,53; cinco peptideos Unicos lidos (IAQLAKDWKEAMVEAR; SIKNGIEFVHK;
VRAALAEYIR; AALAEYIR; DWKEAMVEAR); peso tedrico de 9,4 kDa e pl 9,31 (Tabela 1). Trés
epitopos foram preditos (Figuras 13B.1). Os epitopos de célula B s3ao mostrados na
modelagem 3D em amarelo (Figuras 13B.2). A sequéncias da proteina identificada em F2b é

mostrada na Figura 13B.3.
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Figura 13. Identificacdo de proteinas por espectrometria de massas da fragcdo F2 obtida por
cromatografia de gel filtracdo (Sephacryl S-100) (A) mioglobina (Bos taurus) e (B)
glicoproteina de 8 kDa (Taenia multiceps). (A.1) sequéncia da proteina identificada e (A.2)
estrutura terciaria da proteina (UCSF Chimera). (B.1) Predicao de epitopos lineares de células
B pelo BepiPred. Residuos de aminoacidos sdao coloridos em amarelo no grafico quando
atingem escores acima do limiar (threshold; 0,35), o eixo X corresponde as posicGes dos
residuos na sequéncia (position) e eixo Y score. (B.2) Estrutura tridimensional, obtida por
modelagem comparativa, da estrutura terciaria da proteina (UCSF Chimera), onde epitopos
de célula B preditos sdao mostrados em amarelo e epitopos nao preditos em verde. (B.3)
Sequéncia da proteina identificada.
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4.3.3 Frac¢do antigénica DEAES2 obtida por cromatografia de troca ionica

Com a finalidade de identificacdo de proteinas especificas para o diagndstico da NC, a
fracao DEAES?2 foi resolvida em gel bidimensional (Figura 14). Dois spots (1-pl 5,4; > 70 kDa e
2-pl 5,4; > 50kDa) foram selecionados a partir da analise do immunoblotting 2D, (Figura
14A), excisados e enviados para analise por MS. Os critérios para selegdo e identificagcdo de
promissoras proteinas foram: pl com faixa de inclusdo de +/- 1, inclusdo de proteinas
pertencentes a espécies do género Taenia, proteinas identificadas nos dois spots, exclusao
de proteinas com peso molecular fora da faixa dos spots selecionados e de proteinas
estruturais do parasito. Trés proteinas consideradas promissoras dentro dos critérios foram
identificadas e selecionadas: small heat shock [T. solium] (spots 1 e 2); putative growth
regulator 14-3-3 [T. solium] (spots 1 e 2) e calreticulina [T. solium] (spots 1 e 2) (Tabela 1). Os
epitopos de célula B foram preditos e s3ao observados em amarelo nas estruturas
tridimensionais das proteinas identificadas (Figuras 14B, C e D). As proteinas small heat
shock, putative growth regulator 14-3-3 e calreticulina, apresentaram 12, 7 e 10 epitopos de

célula B preditos, respectivamente.
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.3 B  small heat shock protein
[Taenia solium)

C putative growth requlator 14-3-3

[Taenia solium] D calreticulina
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Figura 14. Identificacdo de proteinas por espectrometria de massas da fragdo DEAES2 obtida
por cromatografia de troca i6nica em resina dietilaminoetil-sepharose (A) Gel 2D, em SDS-
PAGE 12%, corado por Coomassie coloidal. Aproximadamente 70 ug de proteina foram
utilizadas para reidratar a tira de IPG (Gradiente de pH imobilizado) de 7 cm, ndo-linear, pH
3-10. Dois spots foram excisados e enviados para analise por MS. (B, C e D) Estrutura
tercidria das proteinas (UCSF Chimera): regiao em amarelo corresponde aos epitopos
lineares de células B preditos (BepiPred) e regibes em verde aos epitopos ndo preditos. PM -
padrdo de peso molecular (kDa).



Tabela 1. Caracterizacdo protéica das fracdes obtidas por técnicas cromatograficas do extrato salino (ES) de metacestédeos de Taenia saginata
identificadas por espectrometria de massas e sujeitos a busca no banco de dados para género Taenia.

Fragdo Caracterizagdo Proteina/ Acesso® kDa pl Peptideos  Escore Taxa
Técnica Gel 1D/2D Espécie (experimental  (experimental tinicos” de cobertura
cromatograéfica /tedrico) /tedrico) (%)
Enolase
F1 (gel filtrac3o) 1D [Taenia multiceps] 386873714 64-68/46,4 --/7,19 7 28,52 20,32
Calreticulina [Taenia
F1 (gel filtrac3o) 1D solium] 14029538 64-68/45,5 --/4,56 8 40,60 30,13
Glicoproteina
F2 (gel filtrac3o) 1D de 8 kDa 209168646 15/9,4 -/9,31 5 44,31 43,53
[Taenia multiceps]
Mioglobina
F2 (gel filtrac3o) 1D [Bos Taurus] P02192 20/17,06 --/7,08 16 12,09 72,72
DEAES2 (troca small heat shock
idnica) 2D [Taenia solium] 21665905  50-70/35,6 5,4/5,83 2 15,02 8,60
putative growth
DEAES2 (troca 2D regulator 563425939 50-70/27,7 5,4/4,88 2 9,97 10,89
ibnica) 14-3-3
[Taenia solium]
DEAES2 (troca 2D Calreticulina 14029538 50-70/45,5 5,4/4,56 1 5,70 3,29

ibnica)

[Taenia solium]

® Banco de dados de proteinas do National Center for Biotechnology Information (NCBI; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
b Peptideo Unico é definido como um peptideo, independentemente de seu comprimento, o qual existe apenas em uma proteina de interesse no proteoma, mesmo que
este peptideo apareca mais de uma vez na mesma proteina (Zhao; Lin, 2010).
© As plataformas de busca atribuem valores que refletem a similaridade entre o espectro de fragmentacdo experimental (medido) e o espectro tedrico de peptideos da
mesma proteina numa certa base de dados (Granholm; Kall, 2011).

pl — ponto isoelétrico

oL


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.4 Desenvolvimento do imunossensor

A partir dos resultados satisfatérios dos parametros de diagndstico apresentados
pela fracdo DEAES2, foi iniciado o desenvolvimento de um imunossensor utilizando a fracao
antigénica como sonda (Figura 15). Duas condicbes foram testadas: compdsitos de éxido de
zinco e oxido de prata (ZnO:Ag,0) 9% (Figura 15A) e compdsitos de éxido de zinco e dxido
de prata (Zn0O:Ag,0) 0,9% (Figura 15B). Os primeiros ensaios realizados , até a redacdo da
tese, foram com pool de amostras de liquor de pacientes com NC (G1) e individuos com
outras desordens neuroldgicas (G2). Os resultados de voltametria de pulso diferencial
revelaram picos de intensidade de corrente elétrica de 1,52uA, para G1 e 1,2uA, para G2,
quando enriquecidos com (ZnO:Ag,0) 9% (Figura 15A). Em contrapartida, resultados
apontam picos de intensidades de corrente elétrica de 1,74 pA (G1) e 1,30 pA (G2)

(Zn0:Ag,0) 0,9% (Figura 15B).
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Figura 15. Voltametria de pulso diferencial (DPV) obtidos em eletrodos tipo screen-printed
de grafite (C110) imobilizado com a fracdo DEAES2 obtida por cromatografia de troca i6nica
na presenca de pool de amostras de liquor de: (G1) pacientes com neurocisticercose (10
amostras) e (G2) pacientes com outras desordens neurolégicas (10 amostras). 4-DMAA
usado como indicador eletroquimico na presenca de (A) compdsitos de éxido de zinco e
oxido de prata (ZnO:Ag,0) 9% e (B) compdsitos de oxido de zinco e oxido de prata
(Zn0:Ag,0) 0,9%.
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento de ensaios altamente especificos e sensiveis para detectar a
presenca de anticorpos anti-Taenia sao importantes para aperfeicoar o diagndstico da NC
humana. Desta forma, estudos tém sido realizados para obter outras fontes de alvos
antigénicos: antigenos heterdlogos e fracionados. Pesquisas estdo em busca de fontes
alternativas de antigenos para o imunodiagndstico da NC, pois, em muitos paises, é dificil
encontrar suinos infectados naturalmente com T. solium, para obtencdo de formas
metacestddeas (ARRUDA et al., 2005).

Os extratos de antigenos heterdlogos de T. saginata se mostraram Uteis no
imunodiagnéstico da NC, devido a reatividade cruzada de anticorpos, confirmando a
presenca de determinantes antigénicos comuns (ESPINDOLA et al., 2005). Os metacestédeos
de T. saginata podem ser obtidos em guantidades consideraveis, devido ao fato da dieta
habitual em varios paises ser baseada no consumo de carne bovina (MORAKOTE et al., 1992;
OLIVEIRA et al. 2007; 2009).

Testes imunoldgicos sdo considerados métodos importantes para confirmar os dados
clinicos e para auxiliar no diagndstico, quando as manifestacdes clinicas ndo sao especificas,
como acontece em doencas polimorfas, caso da NC humana. Os ensaios ELISA e
immunoblotting sao ferramentas importantes que possibilitam o processamento simultaneo
de varias amostras, reduzindo o custo da analise. Entretanto antigenos apropriados, faceis
de serem produzidos e com altos parametros diaghdsticos sdo necessarios (ZIMIC et al.,
20009).

A reatividade cruzada com o uso antigenos totais € um dos maiores desafios para os

testes diagndsticos. Uma simples técnica de fracionamento permite o aumento da
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especificidade (GONCALVES et al, 2010; NUNES et al.,, 2010; 2013), mantendo a
complexidade antigénica que proporciona um diagndstico acurado. Este estudo utilizou
técnicas cromatograficas facilmente executaveis, resultando na obtencdo de fracdes
antigénicas com proteinas de potencial diagndstico na NC humana.

Virios estudos tém demonstrado a utilidade do fracionamento parcial para obtencao
de fracOes antigénicas para aplicacdo no diagndstico da cisticercose, utilizando técnicas
cromatograficas (NUNES et al., 2013; RIBEIRO et al., 2014; NATIVEL et al., 2016). Assana e
colaboradores (2007) utilizaram uma fracdo proteica de metacestédeos de T. solium no
diagndstico da cisticercose suina, com peso molecular de 14 kDa, e que foi obtida a partir do
liguido vesicular de metacestddeos de T. solium apds duas etapas cromatograficas: primeira
com gel filtracdo (Sephacryl $-300) e segunda com troca idnica (coluna aniénica; Mono Q HR
5/5) em cromatografia liquida de alta performance. Nativel e colaboradores (2016)
identificaram nove proteinas do liguido de vesicula de metacestédeos de T. solium,
promissoras para o diagndstico da cisticercose suina. As proteinas foram analisadas por MS,
apés fracionamento simples por cromatografia de troca idnica/anidnica e caracterizacdo em
SDS-PAGE 2D.

As técnicas cromatograficas possibilitam a obtencao de antigenos fracionados que
estao diretamente ligados com a diminuicdo de reatividade cruzada, aumentando a
especificidade nos testes imunolégicos (CHENTHAMARAKSHA; VADIVELU; PUTHUCHEARY,
2001). As principais vantagens da utilizacdo de técnicas cromatograficas sdo o baixo custo, a
extracdo simples e a alta eficiéncia. No presente foram utilizadas duas técnicas
cromatograficas para selecdo de antigenos com potencial aplicacdo no imunodiagndstico da

NC humana, onde foi possivel por meio de uma etapa adquirir as fracdes F1 e F2 — obtidas
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por cromatografia de gel filtracdo e a fracdo DEAES2 — obtida por cromatografia de troca
iOnica.

Avancos recentes em espectrometria de massas e analise protedmica tém mostrado
resultados promissores para a area de diagndstico de infeccOes parasitarias uma vez que
estas ferramentas sao Uteis na identificacdo e caracterizacdo antigénica, possibilitando o
futuro desenvolvimento de testes diagndsticos (VASOQ; PRITT, 2013; NATIVEL et al., 2016).

No presente estudo foram identificadas cinco proteinas das fracbes antigénicas
caracterizadas por eletroforese e em teste para deteccdo de IgG. A predicdo de epitopos de
células B foi realizada na estrutura tridimensional das proteinas identificadas, e as regides
expostas destas moléculas sdo possiveis alvos para deteccao de anticorpos.

A fracdao F1 revelou componentes antigénicos com 64-68 kDa, reativos no
immunoblotting 1D com amostras de soro, e as proteinas enolase [T. multiceps] e
calreticulina [T.solium], foram identificadas. Shiguekawa e colaboradores (2000) relataram
gue as bandas 47, 52, 64-68 kDa foram imunodominantes quando amostras de soro de
pacientes com NC foram testadas no immunoblotting, utilizando extrato salino de
metacestdédeos de T. solium, mas a identificacdo desses polipeptideos ainda nao havia sido
realizada.

A proteina enolase € uma enzima que atua na via glicolitica, catalisando a
desidratacdao reversivel do 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato. Atua na superficie de
varios patégenos como receptor de plasminogénio (RAMAJO-HERNANDEZ et al., 2007; CAYIR
et al.,, 2014). A enolase é considerada também um potencial alvo vacinal, por induzir a
imunidade protetora no hospedeiro, dessa forma esta sendo avaliada em estudos com
outros helmintos (YANG et al.,, 2010; CHEN et al.,, 2012). Considerando as sequéncias

depositadas em banco de dados, proteinas da mesma familia foram descritas em quatro
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espécies do género Taenia: T. asiatica, T. multiceps, T. pisiformis e T. solium. Avaliando as
estruturas conservadas da proteina enolase no género Taenia, o alinhamento da enolase de
T. saginata obteve maior score com a sequéncia da enolase de T. multiceps.

A protedmica pode ser aplicada para identificar proteinas envolvidas na relagao
parasito-hospedeiro, especialmente, nos momentos iniciais da infeccdo. Santivahez e
colaboradores {2010) realizaram um estudo, onde identificaram proteinas da oncosfera de
metacestdédeos de T. solium, utilizando cromatografia liquida e espectrometria de massa in
tandem (LC-MS/MS). Um conjunto de proteinas envolvidas na adesdo, enovelamento,
desintoxicacdo e protedlise foram identificadas. Dentre essas proteinas, foram identificadas
a enolase e a proteina (14-3-3), a qual foi caracterizada apds o teste immunoblotting. No
presente estudo proteinas das mesmas familias foram identificadas nas bandas/spots
reconhecidas por IgG nas fracoes F1 e DEAE S2, respectivamente.

Proteinas do citoesqueleto de metacestdédeos de T. crassiceps (cepa ORF), como a
proteina enolase [T. asiatica], foram caracterizadas e identificadas por SDS-PAGE 2D e LC-
MS/MS (REYNOSO-DUCOING et al., 2014). Dentre suas funcdes, outros autores sugerem o
envolvimento no apoio a dindamica e plasticidade do citoesqueleto do parasito, com base na
sua interacao com microtUbulos e tubulina (KELLER et al., 2007).

A calreticulina é uma proteina multifuncional altamente conservada encontrada
principalmente no lUmen do reticulo endoplasmatico de células eucaridticas ou esta
envolvida no homeostase intracelular de fons de célcio (Ca®"), regulando diversas funcdes
celulares, como secrecao, contracao-relaxamento, ades3do, sintese proteica, diferenciacao,
organogénese e expressao génica. Esta proteina atua no desenvolvimento de T. solium,
especialmente durante a embriogénese (MENDLOVIC et al., 2004). No presente estudo a

proteina enolase foi alinhada com outras da mesma familia, utilizando as fracdes F1 e
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DEAES2, pela primeira vez em antigeno heterdlogo (T. saginata), evidenciando o
reconhecimento dela por anticorpos IgG. Calreticulina recombinante de T. solium (rTsCRT)
demonstrou induzir resposta imune com perfil Th2, com produ¢do de IL-10 em drgaos
linfoides e hamsters (MENDLOVIC et al., 2015).

A caracterizacao da fracao F2 em SDS-PAGE 1D revelou duas bandas com diferentes
pesos moleculares: F2a-20 kDa e F2b-15 kDa, apds analise por MS as seguintes proteinas
foram identificadas: mioglobina [Bos taurus] (F2a) e glicoproteina de 8 kDa [T. multiceps]
(F2b). Uma das caracteristicas da relagdo parasito-hospedeiro é a captacdo de proteinas pelo
parasito. As proteinas hospedeiras constituem pelo menos 11% do teor de proteinas do
fluido vesicular em metacestédeos de T. solium. Isto sugere que a absorcao de proteinas
pelo parasito acontece por meio de um mecanismo inespecifico, como pinocitose
(NAVARRETE-PEREA et al., 2014).

Os mecanismos associados as preferéncias tissulares da fase larval do parasito nao
sao bem compreendidos, dessa forma é necessaria a pesquisa de proteinas especificas do
tecido do hospedeiro. Navarrete-Perea e colaboradores (2017) analisaram
preparados/antigenos de metacestédeos de T. solium de suinos, em SDS-PAGE 2D,
localizados no sistema muscular ou no sistema nervoso central, e a proteina paramiosina foi
identificada somente nos metacestdédeos alojados em musculos. Os mapas proteicos da
forma larval do parasito em tecidos diferentes no mesmo suino foram similares, em
contrapartida existe diferenca entre proteinas da forma larval em animais diferentes. Com o
intuito de auxiliar no diagndstico imunolégico tecido-especifico da NC, a proteina mioglobina
da forma mestacestédea de T. saginata foi identificada na fracdao F2 - obtida por

cromatografia de gel filtracao.
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Antigenos de baixo peso molecular (8 — 50 kDa) e de excrecdo/secrecdo de
metacestédeos de T. solium tém demostrado potencial aplicabilidade em ensaios ELISA
devido a alta especificidade (FERRER et al., 2007). A glicoproteina de 8 kDa [T. multiceps] foi
identificada no presente estudo na fragdo F2 com alto desempenho diagnéstico (Se: 80%; Es:
90,5% e AUC: 0,954) . Muitas células possuem agucares ligados covalentemente as proteinas
de membrana e aos lipidios da bicamada lipidica da membrana plasmatica, originando as
glicoproteinas e os glicolipidios, respectivamente. As glicoproteinas e os glicolipidios
auxiliam na protecdo celular, no movimento de células mdveis e exercem o importante
papel de reconhecimento e adesdo celular (DOOLITTLE, 1985).

Glicoproteinas de 8 kDa de T. solium, demostraram 100% de sensibilidade e 100% de
especificidade em amostras de soro no teste ELISA para NC (HANCOCK et al.,, 2003). As
proteinas de 8 kDa foram identificadas como proteinas de diagnéstico encontradas nas
bandas com pesos moleculares experimentais de 14, 18 e 21 kDa da fracao ligada a lectina
de lentilha de metacestdédeos de T. solium solubilizados em ureia (GREENE; WILKINS; TSANG,
1999). Dados de sequenciamento de proteinas mostraram que as bandas 24 e 39-42 kDa
contém glicoproteinas de 8 kDa (PLANCARTE et al., 1999).

Carboidratos constituintes das glicoproteinas de metacestédeos de T. solium com
afinidade por lectina foram revelados no teste immunoblotting, com reconhecimento das
bandas de 28,9 kDa (GP50) e das bandas de 14, 18 e 24 kDa (glicoproteina de 8kDa)
(RESTREPOQ et al., 2000). No presente estudo a glicoproteina de 8 kDa foi identificada na
fracdo F2 em banda com peso molecular aparente de 15 kDa. Apenas uma amostra de soro
(H. nana; n=1/1,8%) do G2 (n=55) apresentou reatividade cruzada com F2, no testes ELISA,

evidenciando a alta especificidade dessa fracdo no diagndstico da NC humana.
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Em estudo anterior, Nunes e colaboradores (2013) obtiveram a fracdo DEAES2,
caracterizada em SDS-PAGE 1D, que apresentou elevados parametros em testes
diagndsticos, entretanto estas proteinas ainda nao haviam sido identificadas. Considerando
seu potencial e desempenho no teste ELISA em amostras pareadas de soro e liquor, neste
estudo DEAES2 foi resolvida em SDS-PAGE 2D. Apenas dois spots foram reativos no
immunoblotting 2D com amostras de liquor e as seguintes proteinas: small heat shock [T.
solium]; putative growth regulator 14-3-3 [T. solium] e calreticulina [T. solium], foram
identificadas por MS.

A proteina small heat shock, da familia das heat shock protein (HSPs) exerce funcdo
de molecular, facilitando o dobramento das proteinas e impedindo a agregacdo. As HSPs
intracelulares possuem fungbes protetoras que permitem a sobrevivéncia das células em
condicoes desfavoraveis. As HSPs extracelulares ou ligadas a membrana podem também
funcionar como moduladores imunolégicos nas respostas imunes inatas ou adaptativas
(SCHMITT et al., 2007).

HSPs foram identificadas em formas metacestddeas de T. solium, sugerindo o uso
dessas proteinas no diagndstico da NC (VARGAS; SOLIS; LACLETTE, 2001; FERRER et al.,
2005). As amostras de soros de humanos e suinos com cisticercose reagiram contra a HSP de
35,6 kDa, utilizando o extrato bruto de T. solium (FERRER et al.,, 2005). Diaz-Masmela e
colaboradores (2013) identificaram por LC-MS/MS, sete proteinas de metacestédeos de T.
solium, como antigenos para o diaghdstico da cisticercose suina, entre elas, duas da mesma
familia encontradas na fracao DEAES2: small heat shock e putative growth regulator 14-3-3.
Nenhuma das proteinas apresentou reatividade cruzada quando testada com soro de suinos
infectados com Ascaris sp., Taenia hydatigenea/marginata e Echinococcus sp. Assim, as

proteinas identificadas na fracdo DEAES2 de T. saginata sao antigenos promissores no
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diagndstico da NC, por ja terem sido identificadas em T. solium, e pelo fato do
reconhecimento de IgG em amostras pareadas de soro e liquor

A proteina putative growth regulator 14-3-3 pertence a uma familia de proteinas
reguladoras envolvidas nas vias de sinalizacdo intracelular e no controle do ciclo celular,
presente na superficie de oncosfera de T. solium e na forma larval. Estudos apontam o
reconhecimento dessa familia de proteinas por soros de pacientes com NC (SANTIVANEZ et
al., 2010; SALAZAR; LINDH, 2011). No presente estudo, utilizando a fracdo DEAES2, a taxa de
positividade no G2 foi de 16,7% em amostras de soro e 10% em amostras de liquor.
Considerando a baixa reatividade cruzada, esse antigeno poderia ser um candidato para
diferenciar NC de outras desordens neuroldgicas.

O controle da NC é um importante e desafiador problema em salde publica, a falta
de testes imunolégicos rapidos, simples, sensiveis e especificos ainda é um obstaculo na
pratica de controle da doenca. Dessa forma o desenvolvimento de imunossensores no
diagndstico da NC é uma alternativa promissora, e até o presente momento nao ha relatos
na literatura do uso dessa tecnologia no diagndstico da NC.

Um imunossensor para o diagndstico da esquistossomose foi desenvolvido por Deng
e colaboradores (2013): um eletrodo de carbono imobilizado com proteina recombinante
(SjE16), testando amostras de soro, o teste teve sensibilidade de 100%. Nesse estudo foram
utilizados eletrodos de grafite (C110), imobilizados com a fracdo DEAES2, acrescido do
indicador (4-DMAA) e enriquecido com compdsitos de ZnO com Ag,0 (Zn0:Ag,0), 0,9 ou 9%,
para validacao em amostras de liquor.

O DMAA incorporado ao eletrodo antes do liquor impede a interferéncia na
sensibilidade e especificidade. As nanoparticulas possibilitam a transferéncia de elétrons

entre as biomoléculas e a superficie dos eletrodos, no presente estudo testamos
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nanoparticulas em duas condi¢cdes, compédsitos Zn0O:Ag,O 0,9% apontaram melhor
desempenho sensorial (1,52 WA, para Gl e 1,2 pA, para G2).

As vantagens do imunossensor devem-se ao pouco volume de amostras utilizadas (2
pL do extrato antigénico e 2 plL de amostras de liquor- diluicdo 1/100), o eletrodo pode ser
reutilizado e a rapidez no resultado em relagdo aos testes imunoldgicos. Os ensaios
preliminares, realizados nesse estudo, apresentaram resultados promissores, porém foram
utilizados poo/ de amostras de liquor, assim futuramente s3o necessarios testes com
amostras individuais de liquor e/ou soro.

Utilizando técnicas cromatograficas simples e de facil execucao, obtivemos fracoes
antigénicas sensiveis e especificas para aplicagdo em plataformas imunodiagndsticas. As
proteinas que foram identificadas sdo compostas por peptideos imunodominantes, assim
peptideos sintetizados a partir desses alvos poderao ser aplicados em kits de diagndstico,

além de serem candidatos promissores para desenvolvimento de vacinas.
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6. CONCLUSAO

As fracOes antigénicas F1 e F2, obtidas por cromatografia de gel filtracdo, e a fracao
DEAES2, obtida por cromatografia de troca idnica, a partir do extrato salino de
metacestdédeos de T. saginata sao fontes de antigenos sensiveis e especificos para deteccao
de anticorpos IgG anti-metacestdodeos de T. solium em plataformas diagndsticas na NC
humana.

Proteinas imunodominantes (enolase; calreticulina; glicoproteina de 8 kDa; small
heat shock; putative growth regulator 14-3-3) e a proteina do hospedeiro mioglobina [Bos
taurus] foram identificadas a partir das fracdes obtidas. A partir das proteinas identificadas e
da predicdo de epitopos de célula B, sera possivel a sintese de peptideos para utilizacao
como candidatos vacinais e, especialmente ao diagndstico na NC, além de estudos da
relagdo parasito-hospedeiro.

Um imunossensor foi desenvolvido a partir da fracdo DEAES2, que requer pouco
volume de amostra bioldgica; é portatil; apresenta elevada sensibilidade e especificidade; o
teste é realizado em pouco tempo, demostrando assim uma nova ferramenta com potencial

aplicacao no diagnéstico rapido da NC humana.
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SUMMARY

There is an increasing interest in improving neurocysticercosis (NCC) diagnosis through the search of new and alternative
antigenic sources, as those obtained from heterologous antigens. The aim of this study was to obtain potential biomarkers
for NCC diagnosis after gel filtration chromatography [gel filtration fraction (GFF)] from the total saline extract (SE) from
Taenia saginata metacestodes, followed by protein identification and application in immunodiagnostic. SE and GFF
proteic profiles were characterized in gel electrophoresis, and diagnostic performance was verified by testing 160 serum
samples through enzyme-linked immunosorbent assay and immunoblotting. Sensitivity (Se), specificity (Sp) and other
diagnostic parameters were calculated. Polypeptides of interest in the diagnosis of human NCC present at GFF were ana-
lysed by mass spectrometry (MS) and B-cell epitopes were predicted. GFF had the best diagnostic parameters: Se 93-3%;
Sp 93%; AUC 0-990; LR+ =13-42 and LR— =0-07, and proved to be useful reacting with serum samples in immunoblot-
ting. Proteic profile ranged from 64 to 68 kDa and enolase and calcium binding protein calreticulin precursor were iden-
tified after MS. The enolase and calcium-binding protein calreticulin precursor showed 18 and 10 predicted B-cell
epitopes, respectively. In conclusion we identified important markers in the GFF with high efficiency to diagnose NCC.

Key words: gel filtration fraction, immunodiagnosis, neurocysticercosis, proteomic, Taenia saginaia.

INTRODUCTION NCC, although a life-threatening disease in severe
cases, 1s generally an acute or long-lasting infection
affecting the quality of the patient life and social en-
vironment. The disease has socioeconomic import-
ance because majority of patients are at productive
ages and frequently become unable to work soon
after the onset of symptoms (Madrazo, 2013).

Diagnosis of NCC is based on clinical, epidemio-
logical and laboratory findings, and it can also be ac-
curately performed using neuroimaging techniques
such as computed tomography (CT) and magnetic
resonance 1imaging (Del Brutto et al. 2014).
Unfortunately, these methods are expensive and
usually inaccessible at the poorest endemic areas,
and therefore the development of other protocols is
also needed. The immunological tests most com-
monly used to detect antibodies against 7. solium
are the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and immunoblotting using cerebrospinal
fluid (CSF) and/or serum (Costa et al. 1982;
Barcelos et al. 2001; Husain et al. 2008), but these
tests have problems related to the complex compos-
ition of total antigenic preparations and also with the
* Corresponding author: Laboratério de Diagnéstico de cross-reactions with samples from patients infected
Parasitoses, Departamento de Imunologia, Microbiologia with other parasitic diseases.

e Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, T bl latad Hh 5
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, 0 oyercome problems .r? ated w1 antigen
Brasil. Avenida Para 1720, 38400-902, Uberlandia, MG, preparation and cross-reactivity there are efforts

Brazil. E-mail: costacruz@ufu.br to develop the use of fractionated heterologous

Neurocysticercosis (NCC) is a severe and specific in-
fection, caused by the ingestion of Taenia solium
eggs, and the consequent invasion and development
of the larval stages at the central nervous system.
The disease is endemic in areas with deficient sani-
tary conditions mainly in developing countries of
America, Africa and Asia (Ndimubanzi et al. 2010;
Del Brutto, 2012; Martins-Melo et al. 2016). In
these endemic areas, NCC is responsible for about
30% of acquired epilepsy cases (Carpio and Romo,
2015; Del Brutto and Garcia, 2015; Gonzales et al.
2016).

Southern region of the USA is seen as an endemic
area, due to the border with Mexico and the conse-
quent increased immigration from highly endemic
regions. In addition, the spread of parasitic diseases
can be highlighted in other countries from North
America and European Union because of Latin
Americans migration (Arriola et al. 2014; O’keefe
et al. 2014; Gabriél ef al. 2015; Rizvi et al. 2016).
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antigens, such as those derived from Taenia saginata
metacestodes. The use of this heterologous antigen
for NCC immunodiagnosis is important where the
collection of T'. solium metacestodes to prepare hom-
ologous antigen is difficult (Oliveira et al. 2007,
2009; Coral-Almeida et al. 2015). Diagnostic per-
formance of heterologous antigens was improved
resulting in higher diagnostic indexes through frac-
tionation using other chromatographic techniques
(Nunes et al. 2010, 2013). Moreover there is a need
to use proteomic tools to identify proteins with po-
tential applicability in NCC diagnosis.

In light of these previous reports, we developed a
three stage strategy to obtain a protein biomarker as
new diagnostic tool for NCC diagnosis in serum.
First, we used gel filtration chromatographic tech-
nique to fractionate total saline extract (SE) from T.
saginata metacestodes obtaining the gel filtration frac-
tion (GFF). Subsequently, the diagnostic potential of
the obtained fraction was evaluated by ELISA and
immunoblotting. Finally, proteins from the GFF
with diagnostic potential were identified through
mass spectrometry (M S)and B cell epitopes were pre-
dicted using the structure of the identified proteins.

MATERIAL AND METHODS
Ethical statemeni

This study was conducted according to the ethical
guidelines of the Brazilian Health Ministry after
being approved by the Research Ethics Committee
of the Universidade Federal de Uberlindia, Minas
Gerais state, Brazil under the number 382/11.

Serum samples

It was used a panel of serum samples from immuno-
competent individuals that were well characterized
parasitologically. Serum samples were collected
from 160 subjects attended at the following laborator-
ies: (a) Laboratério de Analises Clinicas do Hospital de
Clinicas de Uberlandia (Groups 1 and 2); (b)
Laboratério de Diagnéstico de Parasitoses of the
Universidade Federal de Uberlandia (Group 3); (c¢)
Laboratério de Helmintos Parasitos de Vertebrados
do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro state,
Brazil (Group 2); and (d) Laboratério de Gendmica
Estrutural e Funcional of the Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Rio Grande do Sul state,
Brazil (Group 2).

Group 1 (G1) consisted of 45 patients with defini-
tive diagnosis of NCC, according to Del Brutto
(2012), as follows: (a) all patients presented at least
one type of clinical manifestation suggestive of
NCC such as: epilepsy, cephalea, dizziness, demen-
tia, faintness, hydrocephalus and no signs or symp-
toms of cysticercosis in other organs; (b) all patients
came from or lived in a cysticercosis endemic area;
(c) for immunodiagnosis, cerebrospinal fluid and/or
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serum samples were positive in an ELISA test for
the detection of anti-Taenia 1gG; (d) they presented
evidence of the parasite in neuroimaging, with the fol-
lowing characteristics: active NCC (n = 24), where
metacestodes were viable or in early degeneration,
and inactive NCC (n=21), where metacestodes
were completely degenerated, according to Sotelo
et al. (1985).

Group 2 (G2) consisted of 65 patients with other
parasitic infections: Ascaris lumbricoides (n=75),
Entamoeba histolytica/dispar (n=2), Enterobius ver-
micularis (n=06), E. granulosus (n=28), Giardia
lamblia (n = 8), hookworm (n = 7), Hymenolepis nana
(n=4), Schistosoma mansoni (n=4), Strongyloides
stercorvalis (n = 8), Taenia sp. (n = 5) and Trichuris tri-
chiura (n = 4). Co-infected patients were also tested:
hookworm + A. lumbricoides + T. trichiura (n=1),
hookworm + A. lumbricoides (n=1), Entamoeba his-
tolytical/dispar + G. lamblia (n=1) and H. nana + E.
vermicularis (n=1). At least three fecal samples
were obtained and tested by the parasitological
method of Ritchie (1948). Patients infected with
Echinococcus were considered positive after a positive
diagnosis by ultrasound, CT and serology tests and
confirmation by parasitological examination of
cystic fluid after surgery. All cases underwent
surgery for hydatid disease. Serum samples from
patients infected with Echinococcus granulosus were
received from the Laboratério de Helmintos
Parasitos de Vertebrados do Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro state, Brazil and from the
Laboratério de Gendmica Estrutural e Funcional
of the Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Rio Grande do Sul state, Brazil.

Group 3 (G3) comprised 50 apparently healthy
individuals, based on their clinical presentation.
Although they came from a cysticercosis endemic
area, all volunteers from this group did not present
evidence of household contact with 7. solium infec-
tion or a history of taeniasis or cysticercosis. In add-
ition, these individuals had three fecal samples
negatively tested by the parasitological methods of
Baermann—Moraes (Baermann, 1917; Moraes,
1948) based on the positive larval thermo-hydro-
tropism and Lutz method (Lutz, 1919), a gravity
sedimentation technique.

Taenia saginata metacestodes obtention

Taenia saginata metacestodes were obtained from
naturally infected cattle at the Tridngulo Mineiro
region, Minas Gerais state, Brazil. Infected cattle
came from abattoirs and were slaughtered in accord-
ance with the inspection technique recommended by
the Federal Inspection Service. Taemia saginata
metacestodes were obtained by dissecting muscles
and only those in the vesicular stage were collected,
washed in saline solution (0-15 M NaCl) four times
and stored at —20 °C.
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Total SE from T. saginata metacestodes preparation

SE was obtained by using 50 7. saginata metacestodes
resuspended in phosphate-buffered saline (PBS) con-
taining a protease inhibitors cocktail: 100 gL mL ™ of
complete UL TRA extract (Tablets, Mini, EASYpac,
Roche, Alemanha) and disrupted by five cycles of
freezing, maceration and thawing/sonication until
no integral metacestodes were observed. After a 2-h
incubation period at 4 °C, under constant shaking,
the suspension was centrifuged (12400 X g, 30 min,
4 °C) and the supernatant was assayed according to
the procedure of Bradford (1976) for protein quantifi-
cation and stored at —20 °C.

Fractionation procedure and antigen analysis

Gel filtration fraction (GFF) was obtained by gel
filtration chromatography from the SE and devel-
oped in column (glass, size 1-:5X%X50 cmz, max
volume 89 ml., cross-sectional area 1-77 cmz, Bio-
Rad Laboratories, USA) containing resin (Sephacryl
5-100 High Resolution, GE Healthcare, USA). A
minimum protein concentration of 6000 ug mL™! of
SE (4 mL) was loaded and column was previously
equilibrated with five times the resin volume
(80 mL) of PBS (4-8 °C). After centrifugation and
addition of protease inhibitor cocktail [composed
of substances such as benzethonium chloride, a-
toluenesulphonyl fluoride, disodium dihydrogen
ethylenediaminetetraacetate and 4-(2-Aminoethyl)
benzenesulfonyl fluoride hydrochloride, Bestatin,
[(25,3R)-3-amino-2-hydroxy-4-phenylbutanoyl]-
L-leucine hydrochloride, pepstatin, Leupeptin
hemisulphate 2-oxiranecarboxylic acid, Trypsin
inhibitor (pancreatic basic)], SE was applied to
the column until total influx, then 4 mL of PBS
(4-8 °C) was pumped to prevent mixing chamber
formation. Aliquots (1 mL) were collected automat-
ically (Model 2110, Bio-Rad, USA). The final
volume collected corresponded to two times the
resin volume (160 mL.). Aliquots were monitored
for the presence of protein according to Bradford
(1976). The chromatogram was generated, and peak
from tubes 22-26 was defined as GFF. After use,
the resin was washed with PBS and stored (4-8 °C)
in PBS with sodium azide (0-1%).

Electrophoretic analysis

Total SE and the collected fractions were analysed by
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electro-
phoresis 12% (SDS-PAGE) under non reducing
conditions, as described by Laemmli (1970) and
GFF was selected considering preliminary ELISA
results. Proteins were visualized in SDS-PAGE after
Coomassie Brilliant Blue staining (Dong et al. 2011).

Analysis was performed using a graphical method
to generate protein lane profile plot of each antigenic
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fraction, by Image J version 1.44 software (National
Institutes of Health, Bethesda, USA); and then
peaks related to bands were compared with protein
standard marker (Real Biotech, RECOM™ Blue
Wide Range Prestain Marker, Taiwan) to estimate
their relative molecular weight.

ELISA to detect anti-Taenia IgG

ELISA using SE and GFF was carried out accord-
ing to Nunes et al. (2013). Low-affinity polystyrene
microplates (Interlab, Brazil) were coated with
antigenic preparations (10 ug mL™!) in carbonate
bicarbonate buffer, pH 9-6 and incubated overnight
at 4 °C. Then, plates were washed once, for 5 min
with PBS containing 0:05% Tween 20 (PBS-T).
Serum samples were diluted 1:200 in PBS-T contain-
ing 3% of skimmed milk (PBS-TM) and incubated
for 45 min at 37 °C. After three washes with PBS-
T, 5 min each, the immunoenzymatic conjugate (per-
oxidase-goat anti-human IgG, Fc specific; Sigma)
was added diluted 1:2000 in PBS-T and incubated
for 45 min at 37 °C. Subsequently, another step of
washing was performed and the assay was developed
by adding the enzyme substrate consisting of hydro-
gen peroxide and orthophenylenediamine (OPD) in
0-1 M citrate phosphate (Na,HPO,) buffer pH 5-5
for 15 min. Reaction was interrupted by adding
25 ul. per well of 2 N H,50,. Absorbance was deter-
mined at 492 nm in an ELISA reader (TP Reader,
Thermo Plate, Brazil).

Immunoblotting

For membrane preparation SE and GFF were sub-
mitted to SDS-PAGE 12% and gels were transferred
using a Trans-Blot SD Semy Dry Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) to
nitrocellulose membranes (0-20 um, Bio-Rad), as
described by Towbin et al. (1979). Membranes
were cut into strips and immunoblotting was per-
formed as described by Nunes et al. (2013), with
modifications. Strips containing SE and GFF were
blocked with 2:5% PBS-TM for 2h at room
temperature and washed once, for 5 min with PBS-
TM 1%. After, samples [a pool from the most reactive
samples in ELISA from G1 (#=5) and G3 (n=15)]
diluted 1:25 in 1% PBS-TM were added and incu-
bated overnight at 4 °C. Then, after washing five
times with PBS-T 0-05%, 5 min each, strips were
incubated for 2 h at room temperature with peroxid-
ase-labelled goat anti-human IgG conjugate (whole
molecule, Sigma) diluted at 1:1500 in PBS-TM
1%. Subsequently, another step of washing was
performed using PBS-T 0:05% and the assay was
developed by adding hydrogen peroxide and 3-3'-
diaminobenzidine tetra hydrochloride (Sigma) for
3 min. Reaction was stopped by washing strips
with water.
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MS' and protein identification

After confirmation by the immunological tests
(ELISA and immunobloting) the band of interest at
GFF was elected and excised manually with a clean
scalpel from the gel, previously stained with
Coomassie Brilliant Blue, for further characterization
through MS. All materials were previously washed
with methanol to reduce contaminants. The excised
gel band was washed with acetonitrile and stored
(=20 °C) until processing. Sample was dried by
vacuum centrifugation, and digested with trypsin.
Analyses were carried out in the Laboratério de
Espectrometria de Massas of the Centro de
Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP) of the
Universidade de Sdo Paulo (USP), Sio Paulo state,
Brazil. Sample was applied to an EASY nanol.C II-
LTQ Orbitrap Velos-ETD (Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA) coupled to nano
liquid chromatography (EASY-nanoLLC II).
Peptides were loaded in a trap column packed with
C-18 resin (reverse-phase high-performance liquid
chromatography; RP-HPLC) and sequentially
eluted using a gradient from acetonitrile for 45 min,
separated and analysed (L'TQ-OrbitrapVelos
ETD). Data search was conducted in the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) data-
base. Search was done using 7T'aenia genus consider-
ing identified proteins with the highest score,
coverage rate and unique peptides.

Prediction of linear B-cell epitopes

The 3D models of the proteins were constructed
using Swiss-Model software (http://swissmodel.
expasy.org/) and UCSF Chimera (Resource for
Biocomputing, Visualization, and Informatics at
the University of California, CA, USA). As tem-
plates we used tertiary structures of other proteins
to construct the models of Taenia identified pro-
teins. The prediction of linear B-cell epitopes was
performed by BepiPred platform (http://tools.
immuneepitope.org/beell/).

Statistical analyses

Analyses were performed using GraphPad software
package 5-0 (GraphPad Software Inc., USA). Cut-
off points were established using a two-graph re-
ceiver operating characteristic curve (TG-ROC)
(Greiner et al. 1995) based on ELLISA results from
positive (G1) and negative samples (G2 and G3).
ELISA reactivity index (RI) was obtained by the
ratio between OD and cutoff. RI greater than the
optimum point of reaction for each extract were con-
sidered positive (RI>1). Sensitivity (Se) and spe-
cificity (Sp) were calculated according to Youden
(1950). ROC curves were built to describe the tests
(Martinez et al. 2003). The area under ROC curve
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(AUC), an index of diagnostic accuracy, was calcu-
lated (Hanley and McNeil, 1982) and compared
(Hanley and McNeil, 1983). Likelihood ratios
(LR), an efficiency diagnostic parameter (Greiner
et al. 1995) were calculated: LR +indicates how
likely patients with NCC are to have a positive test
result compared with other patients; and LR-
define the probability of having a negative test for
patients with NCC. Probability (P) values of
<0-0001 were regarded as significant and 95% confi-
dence intervals (CI) were provided for Se, Sp and

AUC.

RESULTS

Diagnostic performance of SE and GFF through
ELISA

Figure 1A shows ELISA reactivity of the tested
serum samples using both antigenic preparations
(SE and GFF). Positivity rates for SE and GFF
were, respectively: 84:4% (38/45) and 93-3% (42/45)
at G1; 15:3% (10/65) and 9-2% (6/65) at G2 and 12%
(6/50) and 4% (2/50) at G3. Cross-reactivity in G2
using SE was due to samples from patients infected
with hookworm (2/7), S. maunsoni (1/4), S. stercoralis
(2/8), G. lamblia (2/8), E. histolytica/dispar (1/2),
H. nana+ E. vermicularis (1/1) and E. granulosus
(1/8). When testing GFF cross-reactive samples
were from patients with hookworm (1/7), S. stercora-
lis (1/8), E. histolytica/dispar (2/2), Taenia sp. (1/1)
and E. granulosus (1/8).

GFF reached the best diagnostic parameters
(Fig. 1B). Comparing ROC curves, GFF was the
most efficient to distinguish patients with NCC
(G1) from control groups (G2 and G3) reaching a
high AUC value (AUC=0-990, ¢=-3-6; P=
0-0003). The LR +values for SE (LR+ =6-07)
indicated only a moderate probability of a true posi-
tive NCC case, while for GFF this index indicated a
high diagnostic value (LR + =13-42). This efficiency
of GFF can be corroborated by analysing LR— value
(LR—=0-07), this parameter virtually exclude the
chance of the infection (Jaeschke et al. 1994).

Electrophoretic profile and Immunoblotting

Proteins with molecular weight varying from 64 to
68 kDa, showing high concentration bands, were
observed at GFF (Fig. 2A). Considering the prom-
ising results obtained with ELISA tests using
GFF, immunoblotting was performed and high
molecular weight bands (=70 kDa) were eliminated
for NCC diagnosis in agreement with Barcelos
et al. (2007). Figure 2B showed the immunoblot-
ting reactivity profile when using SE and GFF.
For SE with G1 pool, the following immunodomi-
nant proteins were recognized: 24, 64-68, 70, 80,
86, 100 and >140 kDa. Observing GFF there was
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Fig. 1. ELISA using total saline extract (SE) from 7. saginata metacestodes and gel filtration fraction (GFF) for
detection of 1gG anti- Taenia in serum samples from 45 patients with NCC (G1), 65 patients with other parasitic infections
(G2), and 50 healthy individuals (G3) RI for each extract were considered positive (RI > 1) (A). Receiver operating
characteristic curves (ROC) indicating reaction cut-off point, sensitivity (Se), specificity (Sp), area under curve (AUC),
likelihood ratios (LR+ and LR—) and AUC comparison according to Hanley and McNeil (1983), using total SE from
T. saginata metacestodes and GFF (B), 95% CI for Se, Sp and AUC are shown in brackets.
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Fig. 2. Electrophoretic profiles of the total saline extract (SE) from 7. saginata metacestodes and gel filtration fraction
(GFF) obtained after gel filtration chromatography (SDS-PAGE) (A). Immunoblotting to detect anti-Taenia sp. 1gG
antibodies in pool of serum samples from patients with NCC (G1 pool) and healthy individuals (G3 pool). Peaks of
intensity, indicative of the bands detected, were generated by Image] version 1.44. Molecular weight standard in

kilodaltons (kDa) (B).
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enolase protein (Taenia multiceps)
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B.1

Scare

Position

Fig. 3. Protein identification: enolase ( Taenia multiceps) (A) and calcium-binding protein calreticulin precursor (7. solium)
(B) through MS and in silico analysis by predicting linear B-cell epitopes (BepiPred). Amino acid residues are coloured in
yellow in the graph when they reach scores above the threshold, where the X-axis correspond to the positions of the
residues in the sequence and Y -axis score (A.1 and B.1). Marking of antigenic determinants (yellow) predicted for B-cells.
3D modelling of the proteins showed the B-cell epitopes (yellow) and not predicted (green) (A.2 and B.2).

the recognition of the following bands: 12-14, 25,
39-42 52, 64-68 and >140 kDa. There was no rec-
ognition of bands related to NCC diagnosis with
G3 pool for both antigens. Special attention
should be paid to the 64-68 kDa band, an import-
ant marker for NCC diagnosis that clearly appeared
at GFF.

Protein identification

Figure 3A and B shows proteins of diagnostic inter-
est for NCC by MS. In GFF the band with 64-68
kDa (the same molecular weight of a known
marker for NCC diagnosis) was selected. Table 1
shows the identified proteins according to score,
unique peptides and coverage.

Considering the absence of the whole sequence
from T. solium enolase and the conserved structure
of this protein at Taenia genus we used the estruc-
ture of Taenia multiceps to perform in silico analyses
for B-cell epitopes prediction (Fig. 3A.1, A.2, B.1
and B.2). Using enolase (T. multiceps) 18 epitopes
were predicted. For the calcium binding protein
calreticulin precursor (7. solium) 10 epitopes were
predicted. B-cell epitopes are shown on three-

dimensional (3D) modelling in yellow (Fig. 3A.2
and B.2).

DISCUSSION

The development of a highly specific, sensitive and
reliable assay to detect the presence of anti-Taenia
antibodies is important to improve the diagnosis of
human NCC. Thus, efforts have been done to
develop new antigenic fractions and other antigenic
sources as heterologous ones.

Taenia saginata heterologous antigens showed
to be useful in NCC diagnosis through ELISA
and immunoblotting due to the cross-reactivity
with T. solium antigens confirming the presence
of common antigenic determinants (Espindola
et al. 2005). Taenia saginata metacestodes can be
obtained in considerable quantities, due to the
habitual diet in many countries, mainly based on
beef consumption (Morakote ef al. 1992; Oliveira
et al. 2007, 2009).

Immunological tests are considered important
methods to confirm clinical findings and to give
diagnostic help when clinical manifestations are
non-specific, as happens in NCC. ELISA is a
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Table 1. Protein characterization of fraction obtained by gel filtration on S-100 resin of the saline extract (SE) from T'. saginata metacestodes identified by MS and
subjected to search in the database for the genus Taenia

Molecular
Unique Coverage Molecular weight SDS-  weight MS
Accession® Protein Score® peptides® Sequence (%) PAGE (kDa) (kDa) pl
386873714 Enolase (Taenia 2852 7 AVYAGEHFRNPL 20-32 64-68 46-4 7-19
multiceps) NVNEVIAPALLK
NVNEVIAPALLKEK
YNQLLRIEEELGSK
LAMmQEFmILPTGAK
SGETEDSTIADIVVGLR
AGIQIVGDDLTVTNPER
14029538 Calcium-binding 40-60 8 GDFDDKEDGGmR 30-13 64-68 455 4-56
protein calreticulin HEQNIDcGGGYVK
precursor TFAYIGLDLWQVK
(Taenia solivim) SKYDESNLGLcEYAKPK

GDFDDKEDGGmRTTQDAR
LLGESFKPDDFHGESPYEImFGPDIcGYDKK
SGTIFDNFIVSDNVSEcQAHAEYWQKSG

TIFDNFIVSDNVSEcQAHAEYWQKR

pl, isoelectric point.

* Protein Data Bank National Center for Biotechnology Information (NCBI; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

> Search platforms attribute scores reflecting similarity between the experimental fragmentation spectrum (measured) and the theoretical spectra of peptides from a given database
(Granholm and Kill, 2011).

¢ Peptide one is defined as a peptide, regardless of its length, which exists only on a protein of interest a proteome, even this peptide appears more than once in the same protein (Zhao
and Lin, 2010).

$1509429115KI0ANIU UDWTY [0 SISOUSDIPOUNIUUL]


http:/www.cambridge.org/core
http:/www.cambridge.org/core/terms
http://dx.doi.org/10.1017/S0031182016001839
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

D. S. Nunes and others

valuable tool to detect many parasitic infections and
provides the possibility for the simultaneous pro-
cessing of many samples, reducing the cost for the
analyses. This test is also quantitative and its
results are not subjected to individual interpretation.
However, appropriate antigens, easy producible, and
highly sensitive and specific are required (Zimic
et al. 2009).

Cross-reactions between crude antigens and epi-
topes from other helminths are the major challenge
in the diagnostic tests. A simple fractionation is a
viable tool to increase positive reactions minimizing
cross-reactivity (Gongalves et al. 2010; Nunes et al.
2010, 2013), maintaining a certain antigenic com-
plexity that leads to an accurate diagnosis, important
for patient management, understanding the epi-
demiology of the disease and establishing preventive
measures. Our study shows that even using a simple
chromatography procedure we can easily fractionate
SE obtaining an antigenic fraction enriched with
proteins with diagnostic potential that can be
readily used improving specificity and sensitivity
ELISA indexes to detect NCC in serum samples.
Several studies have demonstrated the usefulness
of the partial fractionation to obtain antigenic frac-
tions with increased diagnostic parameters using
other chromatographic approaches. Fractionation
techniques [detergent Triton X-114 (Machado
et al. 2007; Gongalves et al. 2010), athnity for conca-
navalin A and jacalin (Nunes et al. 2010; Oliveira
et al. 2010), ion-exchange chromatography with car-
boxymethyl sepharose and diethylaminoethyl seph-
arose (DEAE)] (Nunes et al. 2013; Ribeiro et al.
2014) lead to antigenic fractions with high potential
in NCC immunodiagnosis using 7T. saginata or
T. solium metacestodes.

A previous study successfully used the homolo-
gous antigen from 7. solium metacestodes to detect
porcine cysticercosis, the band of 14 kDa was
obtained from crude cyst fluid of T solium metaces-
todes by two-step chromatography: the first step gel
filtration (Sephacryl S-300) and the second using
anion exchange column (Mono Q HR 5/5) on
HPLC (Assana et al. 2007). In our study, GFF
was obtained after a single-step chromatography
and this fraction showed higher diagnostic para-
meters if compared with SE. The major advantages
of using gel filtration chromatography are the
minimal cost, simple and easy extraction and high
efficiency. The GFF revealed antigenic components
with 64-68 kDa, other studies showed the import-
ance of these antigenic markers. Shiguekawa et al.
(2000) found that the 47, 52, 64—68 kDa were immu-
nodominant when serum samples were tested in im-
munoblotting. Using another chromatography
technique and the heterologous antigen from T.
saginata metacestodes, Nunes et al. (2013) obtained
the DEAE S2 fraction with bands with 39 to 42,
47-52 and 64-68 kDa with potential applicability
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in active NCC diagnosis (Nunes et al. 2013);
however, these proteins were not identified yet.

Recent advances in MS and proteomics have
shown promising results for the diagnosis of parasit-
ic infections (Vasoo and Pritt, 2013), since these
tools are helpful for antigen identification
and characterization supporting the development
of accurate diagnostic tests. The prediction of B-
cell epitopes was performed at the structure of the
identified proteins (enolase and calreticulin), and
exposed regions of these molecules could be anti-
body targets.

Enolase is a multifunctional glycolytic enzyme,
that catalyse the reversible dehydration of 2-
phospho-D-glycerate to phosphoenolpyruvate and
plasminogen receptor on the surface of several
pathogens (Ramajo-Hernandez et al. 2007; Cayir
et al. 2014). Furthermore, the protein can also
induce host-protective immunity and is considered
a potential vaccine candidate being evaluated in
several helminths (Yang et al. 2010; Chen et al.
2012). Calreticulin is a highly conserved multifunc-
tional protein found mainly at the lumen of the
endoplasmic reticulum in almost all eukaryotic
cells and is involved in the homoeostasis of intracel-
lular Ca®", regulating diverse cellular functions,
such as secretion, contraction—relaxation, adhesion,
protein synthesis, differentiation, organogenesis
and gene expression. This protein is also important
regulating T. solium development at the tissues, es-
pecially during germ cell development and embryo-
genesis (Mendlovic et al. 2004).

In conclusion, we developed a rapid, simple, sen-
sitive and specific fraction to detect specific anti-
bodies against Taema sp. infection. Proteins that
were identified here are composed of immunodomi-
nant peptides suggesting the potential applicability
in human NCC diagnosis with implications in clin-
ical practice and as screening tool.
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