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RESUMO

A neurocisticercose humana (NCC) ¢ uma doenga mundialmente negligenciada causada
pelo metacestddeo de Taenia solium e responsavel por diversas complicagdes e desordens
neurologicas. O objetivo deste estudo foi utilizar anticorpos IgY especificos produzidos
por galinhas de postura imunizadas com antigenos da fracao hidrofébica de metacestodeos
de Taenia crassiceps (FhTc) no imunodiagnostico da NCC humana. Anticorpos obtidos a
partir da gema de ovos de galinhas foram fracionados, purificados e avaliados quanto ao
potencial de produgdo e reconhecimento antigénico (anti-Fh7c). Ensaios ELISA indireto
e Western blotting foram realizados para avaliacao da cinética de producao e maturacao
da avidez dos anticorpos IgY anti-Fh7c ao longo da atividade experimental. Os anticorpos
IgY que apresentaram indices de avidez superiores a 85 % foram purificados e aplicados
no imunodiagndstico da NCC. Os anticorpos IgY especificos anti-Fh7c¢ purificados foram
testados em rea¢do de imunofluorescéncia indireta e reconheceram antigenos parasitarios
extra e intrategumentares em cortes histologicos de metacestddeos de 7. solium e
T. crassiceps. Ensaios ELISA sanduiche foram realizados para detec¢do de
imunocomplexos circulantes formados por IgG e antigenos de 7. solium em soros
humanos. Um total de 114 amostras de soro foram analisadas e divididas em trés grupos:
Grupo 1 (n =44), composto por individuos com NCC confirmada, subdivididos em NCC
ativa (n = 22) e inativa (n = 22); Grupo 2 (n = 35), por individuos saudaveis; e Grupo 3
(n=135), por individuos que apresentavam outras parasitoses. Os resultados revelaram um
desempenho diagnostico de 93,2 % de sensibilidade e 94,3 % de especificidade para
deteccdo de imunocomplexos em soros humanos com NCC confirmada. Os anticorpos
IgY especificos produzidos a partir da imunizacdo de galinhas com antigenos de Fh7c
apresentaram alto rendimento e reconhecimento antigénico, sendo capazes de detectar
imunocomplexos em soros humanos. A aplicacdo inédita de anticorpos IgY especificos

anti-Fh7c no presente estudo mostrou-se eficiente no imunodiagnostico da NCC.

Palavras-chave: anticorpo IgY, neurocisticercose, Taenia crassiceps, antigeno

hidrofobico, imunodiagndstico.



IgY technology applied in the immunodiagnosis of human neurocysticercosis using
Taenia crassiceps fraction obtained by hydrophobicity

ABSTRACT

Human neurocysticercosis (NCC) is a worldwide neglected disease caused by the
metacestode of Taenia solium and responsible for various complications and neurological
disorders. The aim of this study was to use specific IgY antibodies produced by laying
hens immunized with hydrophobic fraction of Taenia crassiceps metacestodes (hF7c), for
application in immunodiagnosis of human NCC. Antibodies obtained from chicken egg
yolk were fractionated, purified and evaluated for potential production and antigen
recognition (anti-hF7c). Indirect ELISA and Western blotting assays were carried out to
evaluate the kinetics of production and avidity of maturation of IgY antibodies anti-hF7¢
throughout the experimental activity. The purified and specific IgY antibodies anti-hF7¢
were applied in an indirect immunofluorescence assay for detection of parasitic antigens
in histological sections of 7. crassiceps metacestodes. Sandwich ELISA assays were
performed to detect circulating immune complexes formed by IgG and parasitic antigens
in human sera. A total of 114 serum samples were analyzed and divided into three groups:
Group 1 (n = 44), composed by individuals with confirmed NCC and subdivided into
active NCC (n = 22) and inactive NCC (n = 22); Group 2 (n = 35), by healthy individuals
for NCC; and Group 3 (n = 35), by individuals who presented other parasitic diseases
based on parasitological exams. The results revealed a diagnostic performance of 93.2 %
sensitivity and 94.3 % specificity for detection of immunocomplexes in human sera with
confirmed NCC. In conclusion, specific IgY antibodies produced from immunization of
hens with hF7c antigens were able to detect 7. solium immune complexes in human sera,

being an efficient tool for NCC immunodiagnosis.

Key-words: IgY antibody, neurocysticercosis, Taenia crassiceps, hydrophobic antigen,

immunodiagnosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Taxonomia e descricio morfofisiologica de Taenia solium

Os helmintos sao representados por diversas espécies, as quais podem desenvolver
um ciclo de vida livre ou parasitario. Os representantes deste grupo sao distribuidos nos
filos Platyhelminthes, Nematoda e Acanthocephala. O filo Platyhelminthes ¢ constituido
por organismos protostomios (animais cuja boca ¢ formada anteriormente ao anus no
desenvolvimento embrionario) acelomados e bilateralmente simétricos. Os platelmintos
agrupam-se em quatro classes: Turbellaria, Trematoda, Monogenea ¢ Cestoda. As trés
ultimas estdo inclusas no subfilo Neodermata, que engloba os platelmintos parasitos. A
classe Cestoda ¢ formada por endoparasitos hermafroditas desprovidos de epiderme,
cavidade geral e sistema digestivo. O corpo ¢ geralmente alongado e construido por
segmentos. Um cestoide tipico apresenta trés regioes morfologicamente distintas, um
escolex, que detém as estruturas de fixagdo, o colo ou pescogo, que suporta o escolex e se
liga a terceira regido, que € o estrobilo, segmentado nas formas polizoicas. Os cestodeos
dividem-se em duas ordens, Cyclophyllidea e Diphyllobothridea. A ordem Cyclophyllidea
abrange as espécies mais importantes para a parasitologia humana, incluindo as
pertencentes a familia Taeniidae, que sdo representadas pelos parasitos dos géneros
Echinococcus e Taenia (MELO; PINTO, 2016).

As ténias que possuem maior importancia médico-parasitologica, sao
representadas pelas espécies Taenia solium e Taenia saginata, que tém como hospedeiros
definitivos, os seres humanos. Ambas as espécies adultas possuem caracteristicas
morfofisiologicas intrinsecas. O sistema nervoso € constituido por ganglios na base do
escolex e dos nervos laterais, interligados por comissuras. O sistema excretor € do tipo
protonefridial, com células flama e canais excretores que percorrem as laterais do corpo
do parasito e se interligam no ltimo segmento, na parte posterior da proglote, formando
a vesicula excretora e o poro excretor. O limen destes canais excretores € composto por
corpusculos calcérios que sdo amplamente distribuidos em formas larvais e adultas dos
cestodeos (VARGAS-PARADA etal., 1999). De acordo com Flores-Bautista et al. (2018)
estas estruturas sao depdsitos minerais de sais de fosfato sobre uma matriz organica de
proteinas, polissacarideos e lipidios, envolvidos na coleta de metabdlitos toxicos e outros
materiais, desenvolvendo um importante papel fisiologico. O aparelho genital masculino
apresenta dezenas de testiculos, com canais eferentes que se unem e formam o canal

deferente. Os Orgdos femininos sdo compostos por um ovario, com dois lobos
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medianamente interligados, um oviduto, oriundo do ovario e um utero que tem origem no
ootipo e termina em fundo de saco. Os ovos sdo esféricos e morfologicamente
indistinguiveis entre as espécies de Taenia. Externamente, constituem-se por uma casca
protetora ou embrioforo, que ¢ formada por blocos piramidais de quitina. Internamente,
possuem um embrido hexacanto ou oncosfera, com trés pares de actleos e dupla
membrana. A forma metacestodea de 7. solium é constituida de uma vesicula transliacida
com liquido claro, contendo invaginado em seu interior um escolex com quatro ventosas,
rostro e colo. A parede da vesicula do cisticerco € composta por trés membranas, cuticular
ou externa, celular ou intermedidria e reticular (MELO; PINTO, 2016; SILVA,;
TAKAYANAGUIL, 2016).

Existem quatro estagios de desenvolvimento das formas metacestodeas, os quais
sdo derivados de modificagdes anatomicas e fisiologicas bem definidas. O primeiro
estagio ¢ conhecido como vesicular ou vidvel, no qual uma membrana se desenvolve ao
redor da oncosfera, formando uma vesicula que contém liquido claro que envolve o
escolex. No segundo estdgio, conhecido como coloidal, o escoélex apresenta sinais
de degeneracdo alcalina e o liquido vesicular aparece turvo. Em seguida, o liquido
vesicular torna-se mais opaco ¢ o metacestodeo inicia a calcificagdo, determinando o
terceiro estdgio, o granular. Em seu ultimo estdgio, o metacestddeo apresenta-se
calcificado e de tamanho reduzido, sendo conhecido como granular calcificado ou nao

viavel (CORAL-ALMEIDA et al, 2015; SILVA; TAKAYANAGUI, 2016).
1.2. Vias de transmissao e ciclo biologico do complexo teniase-cisticercose

O complexo teniase-cisticercose ¢ uma doenca zoondtica negligenciada causada
pela ingestdo da forma metacestodea e de ovos de 7. solium, respectivamente. A
cisticercose humana ocorre quando ovos de 7. solium sdo acidentalmente ingeridos e
desenvolvem sua fase larval em diferentes tecidos (CDC, 2019; WHO, 2019).

O ciclo de vida de T solium ¢ complexo e atinge tanto suinos como seres humanos.
Os humanos sdo os unicos hospedeiros definitivos, onde o parasito pode completar o seu
ciclo de vida e existir na forma adulta, causando a teniase. Entretanto, humanos e suinos
foram documentados como hospedeiros intermedidrios, nos quais os ovos de 7. solium
podem se desenvolver ao estidgio metacestodeo (CORAL-ALMEIDA et al., 2015;
GRIPPER; WELBURN, 2017; SAMOREK-PIEROG; KARAMON; CENCEK, 2018).

Trés mecanismos de infec¢do humana para estabelecimento do complexo teniase-

cisticercose sdao conhecidos, a autoinfeccdo externa, autoinfec¢do interna e a
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heteroinfec¢do. Na autoinfec¢do externa, os portadores de 7. solium eliminam proglotes e
ovos que podem ser levados a boca, pelas maos contaminadas ou pela coprofagia. Na
autoinfecc¢do interna, os ovos e proglotes gravidas de 7. solium encontram-se presentes no
estomago, devido a vomitos € movimentos retroperistalticos do intestino. A a¢do do suco
gastrico ativa as oncosferas, que retornam ao intestino delgado e desenvolvem o ciclo
autoinfectante. Na heteroinfec¢do, os humanos ingerem alimentos contaminados com o0s
ovos de 7. solium disseminados no ambiente pelos dejetos de outro individuo (SILVA;
TAKAYANAGUI, 2016).

Uma vez que os ovos sao ingeridos, as oncosferas eclodem no intestino, invadem
a parede intestinal, ¢ migram para os musculos estriados, bem como o cérebro e outros
tecidos, onde se desenvolvem em formas metacestdodeas. Em humanos, as formas larvais
podem causar sequelas graves quando localizadas no cérebro, resultando em
neurocisticercose (NCC), uma doenca parasitaria grave do sistema nervoso central (SNC)
causada por 7. solium. O ciclo de vida do parasito ¢ concluido quando os seres humanos
ingerem carne suina malcozida contendo metacestddeos. Os metacestodeos fixam-se ao
intestino delgado pelo seu escolex e se desenvolvem em formas adultas, de dois a oito
metros em comprimento e produzem cerca de 1.000 proglotes com aproximadamente

50.000 ovos cada (SILVA; TAKAYANAGUI, 2016; CDC, 2019).

1.3. Aspectos epidemiologicos do complexo teniase-cisticercose

A teniase e a cisticercose sdo consideradas doencas negligenciadas pela
Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2019). Os problemas publicos de saude,
em termos de morbidade e mortalidade, gerados pelo complexo teniase-cisticercose sao
recorrentes em areas de baixo nivel socioeconOmico e saneamento basico precario,
principalmente em paises em desenvolvimento da Africa, Asia e América Latina
(CARPIO et al., 2018).

De acordo com a OMS, a intensificacdo mundial no consumo de carne tem gerado
aumento no namero de casos de cisticercose em areas ndo endémicas, bem como reduzido
o valor de mercado de suinos e bovinos. Em 2015, o Grupo de Referéncia em
Epidemiologia de Doencas transmitidas pelos Alimentos da OMS, identificou 7. solium
como a principal causa de morte por doengas transmitidas por alimentos (WHO, 2019).
A doenca ¢ endémica especialmente em areas rurais que desenvolvem sistemas extensivos
de criagdo de suinos em contato direto com os seres humanos (TELLEZ-ZENTENO;

HERNANDEZ-RONQUILLO, 2017).
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A distribuicdo mundial do complexo teniase-cisticercose ¢ considerada
cosmopolita, com restrigdo as areas cujas populacdes possuem habitos culturais de
se alimentarem de carnes cruas ou malcozidas, que ndo s3o inspecionadas por agéncias
de vigilancia sanitaria. Segundo Torgerson et al. (2015), a cisticercose humana foi
responsavel por cerca de 50.000 mortes em 1990 e a NCC foi causa de 28.114 mortes em
2010, de acordo com estimativas epidemiologicas da OMS.

No Brasil, a escassez de dados sobre a ocorréncia da cisticercose animal ndo
permite tracar um perfil epidemiologico concreto da doenca. As indicagdes de areas
endémicas se restringem as estatisticas dos matadouros, provenientes de inspegdes
sanitarias (SILVA; TAKAYANAGUI, 2016; WHO, 2019). A maioria dos casos relatados
de cisticercose no Brasil ¢ oriunda das regides Sudeste e Sul, principalmente dos estados
de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais ¢ Parana (SILVEIRA-LACERDA et al.,
2002). A compreensdo dos perfis epidemiologicos do complexo teniase-cisticercose
permite tragar informagdes fundamentais relacionadas a transmissao e, consequentemente,
potencializar medidas de controle sanitario eficientes (CORAL-ALMEIDA et al., 2015).

Em estudo conduzido por Martins-Melo et al. (2016), os estados das regides
Centro-Oeste, Sudeste (exceto Rio de Janeiro) e Parand, apresentaram os mais altos
indices de mortalidade relacionados & NCC no Brasil, no periodo de 2000-2011, sendo a
taxa de mortalidade geral ajustada por idade de 0,97 6bitos por 1 milhdo de habitantes.
As maiores taxas anuais de mortalidade ajustadas por idade por estado foram observadas
no Parana (2,38), Minas Gerais (1,64) e Goias (1,59) (6bitos / 1.000.000 de habitantes).
Estudos de soroprevaléncia realizados em cidades do Estado de Minas Gerais
(SILVEIRA-LACERDA et al., 2002) confirmaram endemicidade da cisticercose, sendo a
cidade de Araguari, a de maior indice, 13,5 %. Em estudo mais recente, realizado em
Goias, na cidade de Jatai, foi comprovada soroprevaléncia de 13,8 % (GUARDA;
COSTA-CRUZ; BARCELOS, 2018).

A NCC ¢ uma doenga endémica de areas que apresentam clima quente e cujas
precarias condigdes de vida e socioeconomicas das populagdes favorecem seu
desenvolvimento (DEL BRUTTO, 2012).

O niimero mundial de pessoas que sofrem de NCC, incluindo casos sintomaticos
e assintomaticos, esta estimado entre 2,56 - 8,30 milhdes, com base nos dados de
prevaléncia de epilepsia disponiveis (WHO, 2019). A doenca € responsavel pela maioria
dos casos de epilepsia em todo o mundo, atingindo cerca de 30 % das pessoas sintomaticas

em areas endémicas. Embora a limitacao de dados para avaliagdo precisa da distribuigao
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da NCC tenha dificultado a previsdo das principais vias de transmissdo, estratégias
aprimoradas de controle do complexo teniase-cisticercose tém sido implantadas pela OMS

(GRIPPER; WELBURN, 2017; WHO, 2019).

1.4. Relagao parasito-hospedeiro e resposta imunolégica na neurocisticercose

O conhecimento atual das relagdes parasito-hospedeiro na NCC, permitiu
compreender que a utilizacao de modelos animais para o entendimento da imunopatologia
da doenca, bem como para o desenvolvimento de novas intervencgdes terapéuticas, ¢
invidvel. Em vista de se aproximar o maximo das condigdes clinicas e patologicas da
NCC, ¢ necessaria a existéncia de um modelo animal que mimetize a doenga, uma vez que
a NCC causa epilepsia somente em seres humanos. Nesse sentido, como a infec¢do natural
desses modelos por 7. solium nao mimetiza a doenca humana, a utilizagdo de Taenia
crassiceps para infec¢do de camundongos e ratos tem aumentado (ARORA et al., 2017).

De acordo com Minciullo et al. (2016), infec¢des por helmintos sdo caracterizadas
por niveis elevados de Imunoglobulina E (IgE), assim como ativacdo e proliferacao de
eosinofilos e mastdcitos teciduais. A produgdo de citocinas, como as interleucinas I1L-4,
IL-5 e IL-13 por linfocitos T CD4" também ¢é caracteristica da defesa contra helmintos.

Antigenos de metacestodeos vesiculares induzem o aumento da concentracio de
anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE no soro de pacientes com NCC. As formas clinicas mais
graves da doenca, como hidrocefalia, vasculite, infarto cerebral e multiplos granulomas,
tém sido relacionadas com elevados niveis de anticorpos, com predominancia de IgM
especifico no liquido cefalorraquidiano (LCR) (SILVA; TAKAYANAGUI, 2016).
Citocinas inflamatorias de IL-1B, IL-5, IL-6 e TNF-a localmente produzidos pela
microglia ativada e linfocitos periféricos foram encontradas em LCR de individuos
infectados (FLEURY et al., 2011).

Na resposta imunoldgica da NCC, sabe-se que existe relacdo direta entre os
estagios morfofisiologicos das formas metacestddeas com as localizagdes do parasito no
cérebro e as respostas inflamatdrias contra os parasitos e seus antigenos liberados.
O estagio coloidal estd associado com maior reagao inflamatoria, o que pode ser notado
em nivel inicial de infeccdo e a nivel radiologico, pela presenca de edema (em locais
parenquimatosos). Nas localiza¢des extraparenquimatosas, a inflamag¢ao nao ¢ a causa dos
sintomas iniciais, sendo estes relacionados ao efeito da presenca do parasito (CARPIO et

al., 2018). Por outro lado, tem sido sugerida imunossupressao em individuos com NCC,
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resultante do aumento de subpopulagdes de linfocitos T CD8" citotdxicos, proliferagdo
prejudicada de linfocitos e concentragdo anormal de citocinas, condi¢des que podem estar
relacionadas a imunodeficiéncia ou a presenca de gliomas cerebrais (DEL BRUTTO,
2012). A forma metacestodea de Taenia spp. possui ainda a capacidade de evadir da
resposta imunologica do hospedeiro. Estudos demonstram que dois antigenos presentes
no metacestodeo, a paramiosina e a taenistatina, sdo capazes de inibir as agdes do
componente Clq do complemento, bem como suas vias classicas e alternativas,

respectivamente (SILVA; TAKAYANAGUI, 2016).

1.5. Aspectos clinicos da neurocisticercose

As manifestagdes clinicas da NCC sdo diretamente dependentes do ntmero,
tamanho, localiza¢do das formas metacestddeas e da resposta imunoldgica do hospedeiro
contra o parasito. A convulsdo ¢ considerada a manifestagao clinica mais comum da
doenga, podendo afetar cerca de 70 % dos pacientes (CARPIO et al., 2016).

A localizagdo do metacestddeo pode ser considerada parenquimatosa quando este
encontra-se alojado dentro de tecidos funcionais do cérebro, ou extra parenquimatosa,
quando presente nas demais regides do SNC (GRIPPER; WELBURN, 2017).

A NCC parenquimal ocorre quando as formas metacestodeas se aglomeram
na regido de intersec¢do da medula com o cortex cerebral. As manifestagdes
sintomadticas mais frequentes nessa forma clinica sdo convulsdes, ataques epilépticos e
dores de cabeca intensas, entretanto, as convulsdes sdo mais frequentes apos a
degeneracdo do metacestodeo, estando associadas a inflamagdo local do cortex
(SINGHI; SUTHAR, 2015). Outra manifestagdo comum do parénquima cerebral ¢ a
hipertensao intracraniana, uma sindrome ocasionada por hidrocefalia ou pela encefalite, a
qual ocorre principalmente em criangas e adolescentes e pode ou ndo estar associada as
convulsdes (FLEURY et al., 2011; DEL BRUTTO, 2012; SINGHI; SUTHAR, 2015).

Na NCC extraparenquimal, que ocorre em aproximadamente um terco dos
pacientes (CARPIO et al., 2016), os metacestddeos estdo localizados em vérias partes do
SNC. As principais formas de apresentacdo sdo hidrocefalia obstrutiva e aracnoidite
crOnica ou meningite. A obstrucdo do LCR ¢ devida a alta carga de metacestodeos
racemosos, que se formam por crescimento desproporcional com ramificagdes
multilobulares no espago subaracnoéideo e nos ventriculos, gerando hidrocefalia e infartos
cerebrais (BANSAL et al., 2014; SINGHI; SUTHAR, 2015), além de graves reagdes
inflamatérias (CALLACONDO et al., 2012).
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A presenca de metacestddeos na medula espinhal ¢ rara, porém, em casos de
ocorréncia, complicagdes como dor radicular, parestesia, distirbios esfintéricos e
paraplegia podem ser observadas. Manifestagdes intraoculares também sdo comuns na
NCC, atingindo a camara subconjuntival, o espaco sub-retiniano ¢ o humor vitreo
(DEL BRUTTO, 2012; SINGHI; SUTHAR, 2015). Miastenia generalizada, devido a
infeccdo de musculos estriados, pode estar associada a pseudo-hipertrofia muscular

(CARPIO et al., 2016).

1.6. Critérios diagnosticos da neurocisticercose

Os primeiros critérios diagndsticos da NCC humana foram estabelecidos por
Del Brutto et al. (1996). A cria¢ao desses critérios adveio da necessidade de elaboracao
de técnicas imunologicas e de neuroimagem mais sensiveis e especificas para a NCC em
areas endémicas, com o objetivo de aumentar a precisdo do diagndstico. Estes critérios
foram divididos em quatro categorias de dados, absoluta, majoritdria, minoritaria e
epidemioldgica, que se baseiam em trés graus de diagndstico: definitivo, provavel e
possivel. Em 2001, Del Brutto e colaboradores atualizaram os graus de certeza, retirando
a ultima categoria (possivel) das avaliacdes, em virtude de sua inconfiabilidade.

Em 2012, os critérios foram novamente atualizados. O absoluto incluia a
demonstra¢do do parasito em amostras histoldgicas de bidépsias da medula ou do cérebro,
na visualizacdo de formas metacestédeas com escélex por meio de exames de tomografia
computadorizada (TC) e imagem por ressondncia magnética (RM) e em exames
oftalmoldgicos sub-retinais. O critério majoritario estabelecia a deteccdo de lesdes em
estudos de neuroimagem; blot de imunoeletrotransferéncia enzimatica (EITB) de soro
positivo, para detec¢do de anticorpos anti-metacestodeos e a resolucdo de pequenas lesdes
de maneira espontanea e lesdes intracranianas apds terapia com albendazol ou
praziquantel. O critério minoritario demonstrava a similaridade de lesdes cerebrais por
meio da neuroimagem e de suas manifestagdes clinicas com aquelas proprias da NCC;
positividade do ensaio enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) para anticorpos ou
antigenos de mestacestddeos e a presenca de formas metacestodeas fora do SNC. O
critério epidemiologico evidenciava a infeccdo por 7. solium de individuos emigrantes ou
habitantes de areas endémicas para a cisticercose (DEL BRUTTO, 2012).

Em 2017, Del Brutto e colaboradores publicaram uma nova atualizacdo dos
critérios, com o objetivo de simplificar e operacionalizar suas defini¢des e torna-los

mundialmente aplicdveis. O critério absoluto permaneceu inalterado na nova revisao. As
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demais categorias, divididas em critério de neuroimagem e critério clinico ou de exposi¢ao
foram modificadas com base em dois principios, a essencialidade dos exames de imagem
e a pouco efetividade das manifestagdes clinicas, testes imunodiagnosticos ¢ dados
epidemiologicos ao diagnostico da NCC.

O critério de neuroimagem foi dividido em critério de neuroimagem majoritario,
confirmativo e minoritario. O majoritario inclui lesdes metacestddeas sem um escolex
discernivel, lesdes realcadas, lesdes metacestddeas multilobuladas no espaco
subaracnoéideo e calcificagdes parenquimais tipicas. A presenca de duas lesoes eleva a
probabilidade de um diagnoéstico definitivo de NCC em um determinado paciente; o
critério confirmativo inclui a resolugao de lesdes apos terapia medicamentosa, a resolucao
espontanea de pequenas lesdes de realce e a migragdo de metacestddeos ventriculares
documentados em estudos de neuroimagem sequencial; e o critério minoritario inclui
hidrocefalia obstrutiva (simétrica ou assimétrica) ou realce anormal das leptomeninges
basais. A segunda categoria, formada pelo critério clinico ou de exposicao foi dividida em
clinico majoritario e minoritario. O critério clinico majoritario compreende a detecg¢ao de
anticorpos especificos anti-metacestodeos ou antigenos de metacestddeos por meio de
testes imunodiagnosticos bem padronizados, cisticercose fora do SNC e evidéncia de
contato domiciliar com infec¢do por 7. solium. O critério clinico minoritario inclui
manifestagdes clinicas sugestivas de NCC e individuos provenientes ou viventes de areas
onde a cisticercose ¢ endémica. Para interpretacdo desses critérios, sdo necessarios dois
graus de certeza de diagndstico. O diagnostico definitivo € definido por: um critério
absoluto; dois de neuroimagem majoritarios, além de quaisquer critérios clinicos; um de
neuroimagem majoritario € um de confirmag¢do, mais qualquer critério clinico; e um dos
critérios de neuroimagem majoritario mais dois clinicos (incluindo pelo menos um clinico
majoritario), juntamente com a exclusdo de outras doencas que produzam achados de
neuroimagem semelhantes. O diagnodstico provavel ¢ definido por: um dos critérios
majoritarios de neuroimagem mais dois clinicos ou um de neuroimagem minoritario, além

de pelo menos um dos critérios clinicos majoritarios (DEL BRUTTO et al., 2017).

1.6.1 Diagnéstico por neuroimagem e sorologia

Os critérios de neuroimagem sdo importantes para alcancar um diagnostico

definitivo da NCC (DEL BRUTTO et al., 1996). Os exames de TC e RM evidenciam o

numero € a magnitude das lesdes, bem como aspectos morfologicos das formas
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metacestodeas, seus locais de inser¢do, quantidade, seus niveis de desenvolvimento e a
presenca de inflamagdo circundante. Porém, o estigio degenerativo da forma
metacestodea vesicular dificulta o diagndstico por TC e RM, tornando necessaria a
utilizacao de imagens ponderadas em difusdao (DWI) e imagens rapidas que empregam
aquisicdo de estado estacionario (FIESTA) para a visualizagdo do escolex em
metacestodeos coloidais, visto que estas novas técnicas aumentam a precisao diagndstica
da RM, pois permitem o reconhecimento do escolex em casos que ndo sdo visualizados
pelos métodos convencionais (DEL BRUTTO, 2012; DEL BRUTTO, 2014; GARCIA;
NASH; DEL BRUTTO; 2014; DEL BRUTTO et al., 2017).

Enquanto DWI e FIESTA aumentam a capacidade da RM para reconhecer a
mineralizacdo, a TC é o método de escolha para visualizacdo da forma metacestodea
calcificada e para a quantificagdo de lesdes. Em comparagdo com a TC, a RM ¢ mais
efetiva para a visualizagdo dos metacestodeos na medula espinhal ou espago
subaracno6ideo da coluna vertebral e para a detec¢cdo de lesdes intraventriculares, na fossa
posterior e no tronco encefalico, uma vez que as lesdes sdo vistas em maiores defini¢des
(GARCIA; NASH; DEL BRUTTO; 2014; SINGHI; SUTHAR, 2015).

Dentre os métodos sorologicos para o diagnostico da NCC, o mais confiavel e
considerado padrao-ouro ¢é o EITB, em virtude de sua alta sensibilidade (97 %) e
especificidade (100 %) e da capacidade de detectar anticorpos especificos, provenientes
de amostras de soro ou do LCR, para os antigenos de 7. solium. A utilizagdo do teste
imunoldgico, permite o diagndstico preciso da NCC detectada em exames de imagens
inconclusivos. A eficiéncia do teste EITB, entretanto, ¢ questionada. Algumas limitagdes,
como a presenca de formas metacestodeas intracranianas unicas ou formas calcificadas
encontradas no SNC, diminuem a sensibilidade de detec¢do, amplificando o nimero de
casos falso-negativos. Além disso, o teste pode apresentar positividade em pacientes com
a forma adulta do parasito e que ndo desenvolveram a NCC. Testes ELISA para deteccao
de antigenos ou anticorpos tém sido utilizados, porém, apresentam sensibilidade e
especificidade variadas. Outro teste que tem sido utilizado ¢ o ELISA baseado em
anticorpos monoclonais. Embora sua sensibilidade ainda ndo tenha sido bem detalhada
em pacientes com NCC, o teste possui a vantagem de ndo apresentar reagdes cruzadas
com outros helmintos (DEL BRUTTO, 2012; GARCIA; NASH; DEL BRUTTO, 2014;
SINGHI; SUTHAR, 2015; DEL BRUTTO et al., 2017).
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1.7. Taenia crassiceps e a viabilidade do antigeno heterologo no

imunodiagnostico da neurocisticercose

Taenia crassiceps foi primeiramente descrita por Zeder no ano de 1800. O parasito
¢ um cestédeo comum de raposas vermelhas (Vulpes vulpes L.) provenientes da Europa.
Sua forma metacestodea, Cysticercus longicollis, descrita por Rudolphi em 1819, foi
relatada em pequenos roedores e toupeiras no continente europeu. O verme adulto de
T. crassiceps mede de 0,7 a 1,4 cm de comprimento e cerca de 0,24 cm de largura.
As formas metacestddeas variam seu tamanho de acordo com sua fase de
desenvolvimento, podendo alcangar 0,11 cm de comprimento por 0,06 cm de largura. A
cepa original (ORF) de T. crassiceps utilizada para inoculagdes em camundongos, foi
obtida de uma raposa em novembro de 1952 (FREEMAN, 1962).

O antigeno heter6logo da forma metacestoédea de 7. crassiceps foi obtido apods
testes ELISA indireto por Larralde et al. (1990), com a fun¢do de substituir os antigenos
de 7. solium no imunodiagnéstico da cisticercose humana. A partir dessa pesquisa, o
fornecimento de antigenos para padronizacdo de testes imunodiagnosticos e aplicacdes
epidemioldgicas foi estabelecido (BIONDI et al., 1996).

A busca por antigenos alternativos para o imunodiagnostico da NCC
faz-se necessaria para o conhecimento de casos isolados da doenca em paises nao
endémicos e em regides onde a coleta de metacestddeos de 7. solium ¢ laboriosa
(FLEURY et al., 2003).

O fluido vesicular de 7. crassiceps foi purificado utilizando soro de coelho
imunizado com 7. solium, na Alemanha, em 1989. A sensibilidade desse novo antigeno
heterologo purificado foi comparada a do antigeno homologo obtido do fluido vesicular
de T. solium. No ano seguinte, em 1990, este antigeno comegou a ser utilizado no Brasil.
Enquanto alguns estudos que comparam antigenos homologos e heterdlogos reportam
maior sensibilidade para o antigeno heterdlogo, tanto para amostras de soro como para
amostras de LCR, outros encontraram maior sensibilidade e especificidade para o extrato
antigénico homoélogo (BUENO et al., 2000; BARCELOS et al., 2001; TOGORO;
SOUZA; SATO, 2012).

A facilidade de manutencdo de metacestodeos de 7. crassiceps em animais de
laboratdrio, somada a alta capacidade de multiplicag@o no peritonio de camundongos por
reprodugdo assexuada, permite ampla utilizagdo para a producao de antigenos heterdlogos

para o imunodiagndstico da NCC humana (WILLMS; ZURUBIAN, 2010).
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A forma metacestodea da cepa ORF de 7. crassiceps também tem sido estudada
para a compreensdo da resposta imune de seus hospedeiros, bem como para o
desenvolvimento de novas vacinas, embora conhecimentos moleculares desse parasito
ainda sejam escassos na literatura. Outras vantagens no uso de formas metacestédeas de
T. crassiceps sao a capacidade de infec¢do rara em seres humanos, a alta reatividade
cruzada de seus anticorpos com antigenos de metacestédeos de 7. solium (WILLMS;

ZURUBIAN, 2010; GARCIA-MONTOYA et al., 2016).
1.8. Utilizacao de fragcoes antigénicas no imunodiagnéstico da neurocisticercose

A escolha de um antigeno adequado para o imunodiagndstico da NCC humana ¢
essencial para a obtencdo de resultados de alta sensibilidade e especificidade. ELISA e
EITB tém sido os métodos diagndsticos de escolha para a detec¢do de anticorpos de LCR
e soro e de antigenos de 7. solium, provenientes de extratos alcalinos, salinos e de
membrana das formas metacestodeas, assim como do fluido vesicular (SHIGUEKAWA
et al. 2000; ISHIDA et al. 2006).

Para a preparacdo de fragdes antigénicas em laboratorio, o detergente Triton
X-114 (TX-114), tem sido utilizado para a separagdo das fases detergente (D) e aquosa
(A) dos extratos antigénicos totais (MACHADO et al., 2007). Segundo Bordier (1981), as
proteinas de membrana integral de natureza anfifilica sdo recuperadas na fase D e as
proteinas hidrofilicas sdo encontradas exclusivamente na fase A. A eficiéncia da separagado
aumenta com a temperatura e ¢ sensivel a presenga de outros surfactantes.

Alguns trabalhos, como o de Ribeiro et al. (2010b), utilizaram a mesma solucao
detergente na preparacao de fragdes antigénicas do extrato salino total de 7. saginata para
deteccao de IgA e IgG em amostras de soro humano de individuos com NCC. Porém,
neste estudo, foram utilizadas fragdes ligantes a jacalina (JBF) e ndo ligantes a jacalina
(JUF) obtidas por cromatografia de afinidade, como fontes antigénicas alternativas. Em
seus resultados, observaram que as fracdes antigénicas D e JBF sdo mais eficientes e
especificas para a deteccdo de anticorpos IgA em individuos com NCC, quando
comparadas com IgG. Esses resultados reiteram que 7. saginata compartilha
determinantes antigénicos com 7. solium (MACHADO et al., 2007, MACHADO et al.,
2013), e, consequentemente, com 7. crassiceps (SILVA et al., 2017), corroborando a
aplicabilidade deste tltimo no imunodiagnostico da NCC. Estudos como o de Silva et al.
(2017), utilizaram o detergente TX-114 para obtencdo de fragdes hidrofobicas A e D a

partir de fluidos vesiculares de metacestddeos de 7. crassiceps, que foram testadas em
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amostras de LCR humano. Em seus resultados, concluiram que ambas as fracdes, A e D,
podem ser utilizadas como fontes antigénicas especificas e sdo eficientes para o
imunodiagnéstico da NCC humana ativa e inativa, quando comparadas com fragdes

obtidas a partir de 7. solium (MACHADO et al., 2007, MACHADO et al., 2013).

1.9. Aplicacio dos anticorpos IgY

Os anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas, podem ser encontrados
no sangue ¢ em fluidos teciduais. Dentre suas principais fungdes, essas moléculas
glicoproteicas agem na resposta imune especifica combatendo infecgdes por meio de trés
vias, a neutralizagdo, opsonizagao e ativagao do complemento (JANEWAY; WALPORT;
SHLOMCHIK, 2001; LEE et al., 2017).

Apesar de serem estruturalmente semelhantes, os anticorpos de mamiferos e aves
divergem em suas propriedades bioquimicas e funcionais. As imunoglobulinas IgA, IgM
e IgY sdo as unicas que podem ser encontradas em aves. A IgY ¢ a mais abundante,
especialmente nas gemas dos ovos, sendo a Unica que pode ser comparada estrutural e
funcionalmente com os isotipos IgG e IgE de mamiferos. As principais diferencas
estruturais entre IgG e IgY sdo observadas nas regides constantes (Fc) dos anticorpos.
A regido CH2 de hing da IgY ¢ menos flexivel que a de IgG de mamiferos, sendo, neste
aspecto, comparavel a IgE. Por possuir uma regido CH4 adicional, a IgY possui um peso
molecular (~180 kDa) superior a IgG (~150 kDa). Com relagao as diferengas bioquimicas
e funcionais, o dominio Fc de IgY apresenta um papel imunomodulatério, quando
comparado ao da IgG, que ativa o sistema complemento. Além disso, a afinidade da IgY
com seu receptor Fc Gallus gallus (ggFcR) ¢ maior em comparacao a de IgG com seu
receptor (Fc-FcyR) (VIERTLBOECK et al., 2007; ARNON et al., 2008; VIERTLBOECK
etal., 2009; TAYLOR et al., 2010; MULLER et al., 2015; LEE et al., 2017).

Segundo Lee et al. (2017), a utilizagdo de modelos animais com o objetivo de
caracterizar ¢ compreender a funcionalidade de anticorpos em vista de aprimorar as
técnicas imunodiagnosticas e terapéuticas tem aumentado. Além disso, a escolha de um
modelo animal para a geracdo de anticorpos depende de varios fatores, como da
conservagdo antigénica entre as diferentes espécies, dos tipos de clones (mono ou
policlonais) e do nimero de anticorpos a serem produzidos. Embora os mamiferos sejam
o grupo de animais que possuem o maior numero de aplicacdes para a geracao de
anticorpos, as aves, em particular as galinhas, tém sido utilizadas para a produgdo e

caracterizacdo de imunoglobulinas, devido a diversos fatores, como: (1) a transferéncia
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materna direta de anticorpos para a gema dos ovos de galinhas, o que confere um elevado
grau de pureza as imunoglobulinas isoladas, uma vez que existe maior numero de
anticorpos no soro; (2) a rentabilidade promovida pela capacidade de postura didria das
galinhas, que geram uma grande quantidade de anticorpos via gema em um més, enquanto
um coelho produz a mesma quantidade no soro, em um ano; (3) o baixo custo em
comparagdo a producdo de anticorpos monoclonais (BRAMBELL, 1970; SVENDSEN et
al., 1995; BOLLEN; HAU, 1996; MINE; KOVACS-NOLAN, 2002; KOUSTED et al.
2017; LEE et al., 2017).

A imunizagao ¢ o método mais convencional para a geragao de anticorpos IgY em
galinhas. Durante a aplicagdo do antigeno, o mesmo deve ser suspendido em adjuvantes,
com o objetivo de prolongar a durabilidade do antigeno e elicitar a resposta imunologica
no hospedeiro (BILLIAU; MATTHYS, 2001; MAQUIEIRA et al., 2012; GUVEN et al.,
2013; LEE et al., 2017). Outra técnica de administragdo de antigeno em galinhas ¢ a
aplicagdo via aeross6is (MARCQ et al., 2013).

Trabalhos recentes tém utilizado a técnica de imunizagdo com diferentes
variedades de antigenos derivados de bactérias, virus, protozoarios, fungos, helmintos e
répteis, para a geracdo de anticorpo policlonal (IgY) em galinhas, e aplicado esses
anticorpos em novas técnicas imunodiagnosticas ¢ biotecnologicas (MANHANTI et al.,
2011; FERREIRA Jr. et al., 2012; GRZYWA et al., 2014; KIM et al., 2017; PERALTA
etal., 2017; ROCHA et al., 2017; XING et al., 2017; BORGES, et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O objetivo deste estudo foi produzir, caracterizar, purificar e aplicar anticorpos
IgY provenientes de gemas de ovos de galinhas inoculadas com antigenos da fragao
hidrofobica de metacestddeos de 7. crassiceps (FhTc) no imunodiagnéstico da NCC

humana.

2.2. Especificos

 Fracionar e purificar anticorpos IgY policlonais provenientes da gema de ovos de

galinhas imunizadas com antigenos de Fh7c;

* Realizar imunoensaios ELISA e Western blotting para caracterizagdo dos anticorpos IgY

anti-Fh7c quanto a cinética de produgao, especificidade, e maturagao da avidez;

* Avaliar os anticorpos IgY anti-Fh7c quanto ao reconhecimento antigénico de cortes
histolégicos de metacestodeos de 7. solium e T. crassiceps por reagdo de

imunofluorescéncia indireta (RIFI);

* Aplicar os anticorpos IgY purificados anti-Fh7c na detec¢do de imunocomplexos em

soros de individuos com NCC confirmada.



27

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Aspectos éticos

O estudo foi realizado no Laboratério de Diagnostico de Parasitoses do Instituto
de Ciéncias Biomédicas (ICBIM), no Laboratério de Bioquimica e Toxinas Animais do
Instituto de Genética e Bioquimica (INGEB), ambos da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), e no Hospital Veterindrio de Uberaba, em parceria com a Universidade
de Uberaba (UNIUBE), sob aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA)
(Protocolo N° 094/16), e do Comité de FEtica em Pesquisa Humana (CEP)
(CAAE: 65800116.4.0000.5152/ N° 2.088.856).

A cepa de T. crassiceps foi mantida em camundongos fémea da linhagem BALB/c
no Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal (CBEA) da UFU, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz e sob aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa em Animais/UFU (CEP/UFU) - protocolo de N° 096/14. As galinhas
foram imunizadas e mantidas sob responsabilidade do Prof. Dr. Alvaro Ferreira Junior,
Meédico Veterinario (CRMV-MG 4325), no Laboratorio de Experimentagdo Veterinaria
do Instituto de Estudos Avangados em Veterindria José Caetano Borges da UNIUBE em
Uberaba-MG.

As amostras de soro utilizadas neste estudo encontram-se disponiveis e
armazenadas no Banco de Amostras Biologicas do Laboratério de Diagndstico de
Parasitoses da UFU, sob responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz. A
manutencio destes espécimes foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa/UFU
(CEP/UFU) sob protocolo de N° 041/2008. As amostras de soro foram coletadas apos

exame parasitologico de trés amostras de fezes de cada individuo.
3.2. Amostras de soros

Foram utilizadas 114 amostras de soros de individuos divididas em trés grupos:

Grupo 1 (n =44) - amostras de soro de individuos com diagndstico confirmado para NCC
por meio de dados clinicos, epidemiologicos, soroldgicos e neuroimagem. Essas amostras
foram selecionadas com base nas diretrizes diagnodsticas da NCC propostas por Del Brutto

et al. (2012) e subdivididas em NCC ativa (n = 22) e inativa (n = 22);
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Grupo 2 (n = 35) - amostras de soro de individuos negativos para NCC com base no
estado clinico e exames parasitologicos negativos de trés amostras fecais por Baermann-

Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e Lutz (LUTZ, 1919).

Grupo 3 (n = 35) - amostras de soro de individuos com outras parasitoses, como:
ancilostomatideos (n = 4), Ascaris lumbricoides (n = 3), Echinococcus granulosus (n =15),
Entamoeba histolytica/dispar (n = 1), Enterobius vermicularis (n = 4), Giardia lamblia
(n=23), Hymenolepis nana (n = 4), Schistosoma mansoni (n = 3), Strongyloides stercoralis
(n=2), Taenia spp. (n =3), Trichuris trichiura (n= 1), e coinfec¢des (n = 2): Entamoeba
histolytical/dispar + Giardia lamblia e ancilostomatideo + Ascaris lumbricoides. Amostras
desse grupo foram obtidas de individuos que foram submetidos a exames parasitologicos

de fezes realizados com trés amostras de cada individuo, de acordo com Ritchie (1948).

3.3. Obtenc¢ao de metacestodeos de Taenia crassiceps

Fémeas de camundongos da linhagem BALB/c (Mus musculus) foram infectadas
experimentalmente com metacestodeos de 7. crassiceps (cepa ORF) no CBEA da UFU,
Minas Gerais, Brasil.

Os metacestodeos foram obtidos da cavidade abdominal dos animais, apos
eutandsia utilizando overdose de anestésicos (cloridrato de ketamina 10 % e cloridrato de
xilazina 2 %), apos trés meses de infeccao, tempo necessario para reproducao do parasito,

e armazenados em PBS (phosphate-buffered saline), a -20 °C.

3.4. Galinhas

Quatro galinhas de postura Gallus gallus domesticus da linhagem Isa Brown, com
25 semanas de idade foram utilizadas para a produgdo de anticorpos IgY policlonais.
As galinhas foram mantidas individualmente em gaiolas de arame suspensas com agua e

racdo ad libitum e divididas em dois grupos de acordo com as imunizagdes:

Grupo I — duas galinhas imunizadas com antigenos da fracdo hidrofobica de
metacestodeos de Taenia crassiceps (FhTc);

Grupo II — duas galinhas imunizadas com tampao fosfato-salino (PBS).
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3.5. Producao do extrato salino total de metacestodeos de Taenia crassiceps

Um total de 300 metacestddeos de 7. crassiceps foram utilizados. Os
metacestddeos foram ressuspensos em 5 mL de solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS, 0,01 mol/L, pH 7,2) com a adicdo de inibidores de protease (mini-
MLTRAcompleta, Roche, Mannheim, Alemanha) e rompidos em cinco ciclos de
maceragdo, com a utilizagdo de nitrogé€nio liquido. Apds os ciclos de maceracdo, a
suspensao foi centrifiigada a 3.000 x g por 2 h a 4° C. O sobrenadante foi colhido e a
dosagem proteica realizada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando como padrao

de referéncia a soroalbumina bovina (BSA) a 0,2 %.

3.6. Fracionamento do extrato salino total de metacestodeos de Taenia

crassiceps com Triton X-114 para obtencao da fra¢ao hidrofébica

A fragdo hidrofobica foi obtida a partir do extrato salino total de metacestodeos de
T. crassiceps, conforme descrito por Silva et al. (2017) com algumas modificagdes,
utilizando Triton X-114 (TX-114). O processo de fracionamento, para cada lote, partiu de
uma concentragdo proteica de 14.000 pg/mL do extrato salino total, obtido conforme

descrito no item 3.5, seguindo cinco etapas (I-V):

I — Foram adicionados 2,8 mL de Tris (10 mM Tris-HCL, pH 7,4, 150 mM de NaCl) e 38
pL de TX-114 1 % a 1 mL do extrato salino total. A solu¢do foi homogeneizada e mantida
em banho de gelo por 10 minutos;

IT — Para separagdo das fases hidrofobica e hidrofilica, foi adicionado um volume de
5.757 puL de sacarose 6 %, (10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM de NaCl e 0,06 % de TX-
114), na proporcao de 2:3, e incubado a 37 °C por 10 minutos;

IIT — A solugdo foi centrifugada durante 10 min a 3.000 x g a 4 °C.

IV — A fragdo hidrofilica foi descartada e a fragcdo hidrofobica armazenada no mesmo tubo.
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V — A fragdo hidrofobica foi precipitada em acetona PA na propor¢ado de 1:2 (v/v), a4 °C
overnight e centrifugada a 3.000 x g, a 4 °C, por 30 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi cuidadosamente descartado e o precipitado ressuspendido em 1 mL de PBS.

A dosagem proteica da fracdo hidrofobica foi realizada conforme item 3.5. As
etapas de fracionamento antigénico foram avaliadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE 12 %) sob condi¢des ndo redutoras,
de acordo com Silva et al. (2017).

3.7. Imunizacoes

As imunizagdes das galinhas para a producao de anticorpos IgY policlonais anti-
FhTc foram realizadas de acordo com metodologia proposta por Schwarzkopf et al.
(2001). Foram realizadas quatro imunizagdes via intramuscular na regido peitoral em
diferentes pontos, com intervalo de 14 dias cada. Na semana 1, as galinhas foram
imunizadas com um volume total de 500 pL (250 pL de antigeno com massa de 100 pg
diluidos em PBS + 250 pL de adjuvante completo de Freund). A partir da segunda semana,
as imunizagdes foram realizadas da mesma forma, porém, com o adjuvante incompleto de
Freund. Os animais do grupo controle foram imunizados seguindo o mesmo protocolo,
exceto pela auséncia dos antigenos parasitarios. As aplicagdes foram realizadas conforme

figura 1.
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Figura 1. Esquema de imunizagdo com fragdo hidrofobica de metacestodeos de

T. crassiceps (FhTc) (GI) e PBS (GII) em intervalos de 14 dias.
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3.8. Coleta de sangue, ovos e armazenamento das gemas

A coleta de sangue e ovos iniciou-se na semana 0 (pré-imune) € prosseguiu até a
ultima semana. As amostras de sangue foram coletadas em tubos EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) para prevenir a coagulacdo sanguinea, ¢ armazenadas a
-20 °C. Os ovos foram coletados, identificados de acordo com o grupo de imunizacao
pertencente e armazenados a 4 °C de acordo com a semana de coleta até o uso. As cascas
foram desinfetadas com etanol 70 % e as gemas separadas das claras. As gemas intactas
foram lavadas abundantemente com agua destilada (H>O dd). Apds secagem do excesso
de H>O dd, a membrana vitelinica foi rompida e o contetido mensurado e armazenado em
tubos tipo Falcon (50 mL) a -20 °C. As gemas correspondentes as coletas semanais foram

reunidas em um mesmo tubo, formando um pool semanal para analises posteriores.

3.9. Fracionamento dos anticorpos IgY provenientes da gema

O processo de fracionamento dos anticorpos IgY policlonais iniciou-se com a
delipidacao das gemas de acordo com o método descrito por Akita e Nakai (1993), com
modificacdes. As gemas foram homogeneizadas com 4gua destilada (pH 7,0) na propor¢ao
de 1:15. A solugdo foi mantida sob agitagdo constante a temperatura ambiente e o pH foi
ajustado para 5,5 com tampao acetato 0,06 M (pH 4,8). A solucdo foi armazenada sob
agitacao constante a 4 °C overnight. Em seguida, a solugao foi centrifugada a 800 x g por
40 min a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido, filtrado em papel de filtro e o pH ajustado
para 7,4 com NaOH (0,1 M). O precipitado lipidico foi armazenado a -20 °C. A
precipitacao dos anticorpos IgY foi realizada pela adi¢do de sulfato de amonio 20 % (m/v)
(Sigma Aldrich, EUA) ao sobrenadante, sob agitacdo lenta a 4 °C durante 45 minutos. A
solucdo foi centrifigada a 2.000 x g por 20 min a 4 °C, o precipitado obtido foi
ressuspenso em PBS (pH 7,4) na propor¢ao 1:10 considerando o volume inicial da solugdo

delipidada, dosado (Biodrop Ulite, Reino Unido) e armazenado a -20 °C até o uso.

3.10. ELISA indireto para verificacido da cinética de producio da IgY

Testes ELISA indireto foram realizados para a determinagdo da cinética de
producdo dos anticorpos IgY anti-Fh7c provenientes de gemas de ovos e amostras de soro.
Microplacas de poliestireno, 96 pogos, de baixa afinidade (Greiner, BloOne, Austria)

foram sensibilizadas com 50 pL de antigenos Fh7c¢ (10 pg) em tampao
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carbonato/bicarbonato (0,06 M, pH 9,6), overnight a 4 °C em camara umida. Em seguida,
as placas foram lavadas trés vezes por 5 min cada com PBS Tween 20 (PBS-T) a 0,05 %
e bloqueadas com PBS-TM (PBS-T acrescido de leite em p6 Molico) a 1 % (250 puL/pogo)
por 1 ha37°C. Apés trés lavagens de 5 min com PBS-T, as amostras de IgY precipitadas
a partir das gemas (2 pg) e as de soro (1:200) foram diluidas em PBS-TM 1 % em um
volume de 50 pL/pogo em duplicatas e incubadas por 1 h a 37 °C. Nove controles
negativos (9 amostras cada, semanas 0-8) constituiram-se das amostras de gema e soro
dos animais controle (grupo G II). Apds novas lavagens com PBS-T 0,05%, o anticorpo
secundario anti-IgY conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) foi adicionado na
dilui¢do 1:15.000 no volume final de 50 pul/pogo e incubado por 1 h a 37° C. Apoés trés
lavagens de 5 min, a reagdo foi revelada pela adi¢dao de 50 pL/pogo de o-fenilenodiamina
(OPD) 5 mg (Sigma-Aldrich Co., EUA) acrescido de 5 pL de H>O2 30 % (Merck,
Alemanha) diluidos em 12,5 mL de tampao citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,5. A reacgdo foi
interrompida pela adi¢ao de 25 pul/pogo de solu¢do de H>SOsa 2 N (Merck, Alemanha)
apos 15 min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os valores de absorbancia foram
determinados em filtro de 492 nm em leitor de microplacas Epoch microplate
spectrophotometer (Biotek, EUA). O cut-off das amostras em duplicata provenientes das
gemas e do soro obtidos semanalmente foi calculado pela soma das médias de densidade
optica (DO) das amostras dos animais controle (9 amostras cada, semanas 0-8) mais trés
vezes o desvio padrdo. O indice ELISA (IE) foi calculado pelo valor de DO obtido em

cada dilui¢do dividido pelo cut-off. IE > 1 foram considerados positivos.

3.11. ELISA indireto para verificacio da maturacao da avidez de IgY

A maturagao de avidez dos anticorpos IgY anti-Fh7c foi verificada pelo tratamento
dos imunocomplexos formados com ureia 6 M, seguida pela determinagdo da reatividade
residual por meio de ELISA indireto, de acordo com Vilibic-Cavlek et al. (2016), com
modificacdes. Microplacas de alta afinidade (Corning Costar, Sigma-Aldrich, EUA)
foram sensibilizadas com 50 plL/poco de antigenos Fh7c¢ (10 pg) em tampao
carbonato/bicarbonato (0,06 M, pH 9,6) e armazenadas overnight a 4 °C em camara
umida. Apos a sensibilizacdo, as placas foram lavadas 3 vezes por 5 min cada com PBS-
T 0,05 % e depois bloqueadas com PBS-T-M 1 % (250 uL/pog¢o) por 30 min a 37 °C.
Posteriormente, mais trés lavagens de 5 min foram realizadas. Na etapa de incubacao dos

anticorpos IgY purificados com o antigeno Fh7c, metade dos pocos foi incubada com
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50 pL de uma solugdo de ureia 6 M diluida em PBS (pH 7,2) e a outra metade com PBS
(pH 7,2), por 5 min a temperatura ambiente. Na sequéncia, as placas foram lavadas com
auxilio de uma pipeta em cinco ciclos consecutivos com PBS-T (200 pL/pogo). A deteccao
da reatividade residual foi realizada pela incubag¢do com anticorpo secundario anti-IgY
conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich, EUA), na dilui¢do de 1:15.000, por 1 h a
37 °C. As etapas de revelagdo e tempo de leitura da DO foram realizadas de maneira
idéntica ao ensaio de cinética. O calculo do indice de avidez (IA) para cada amostra de
IgY anti-FhTc, foi realizado por meio da determinagdo da razao entre a absorbancia (Abs)
obtida nos anticorpos tratados com ureia (U") e dos ndo tratados com ureia (U). O grau
de afinidade antigeno-anticorpo foi definido como baixa avidez (IA <40 %) e alta avidez
(IA > 60 %) e o resultado foi expresso na forma de porcentagem, conforme a formula:

IA = (Abs U*/ Abs U") x 100 (VILIBIC-CAVLEK et al., 2016).

3.12. Purificacio dos anticorpos IgY provenientes da gema

Um pool de anticorpos IgY obtido da 6* e 8" semanas, escolhidas por terem
apresentado maiores indices de producao e reatividade nos ensaios de cinética e avidez,
foi dialisado e concentrado em sistema de ultrafiltragio (EMD Millipore, EUA) com
membrana de 30 kDa (AMICON YM 30, EUA) e tampao fosfato de s6dio 0,02 M, sulfato
de potassio 0,5 M, pH 7,5. Subsequentemente, o pool foi submetido a coluna HiTrap IgY
Purification HP, 5 mL (GE Healthcare, EUA), previamente equilibrada com o mesmo
tampao. Os anticorpos foram eluidos num fluxo de 1 mL/min utilizando um gradiente
linear de tampao fosfato de sodio 0,02 M (pH 7,5) no sistema completo de cromatografia
liquida AKTA prime plus (GE Healthcare, EUA). Posteriormente, o pool foi submetido a
um processo de dialise com agua ultrapura, concentrado por uma unidade de filtro
centrifugo AMICON Ultra-15 (Sigma-Aldrich, EUA) a 3.000 x g por 20 min a 24 °C em
oito ciclos, para obtencdo do volume maximo de anticorpos. Os anticorpos IgY
purificados foram recolhidos, dosados a 280 nm por espectofotdmetro (Biodrop Ulite,

Reino Unido) e armazenados a -20 °C para conseguintes analises.
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3.13. SDS-PAGE 12 % para avaliaciao dos anticorpos IgY fracionados e

purificados

As etapas resultantes dos processos de fracionamento e purificagao dos anticorpos
IgY foram realizadas sob condic¢des redutoras e avaliadas para cada etapa do protocolo de
fracionamento e pool obtido apds o processo de purificagdo, segundo Laemmli (1970),
com modificagdes. Aliquotas de 10 pg de proteinas foram diluidas em tampao de amostra
(tampao Tris-HC1 100 mM [pH 6,8] + SDS 4 % + azul de bromofenol 0,2 % + glicerol 20
%) com acréscimo de B-mercaptoethanol 5 % (Sigma-Aldrich, EUA). As amostras foram
fervidas por 5 min em banho-maria e aplicadas em gel de concentragdo 12 % (tampao
Tris-HCI1 0,375 M [pH 8.,8]; dodecilsulfato de sodio [SDS] 0,1 %, EDTA 2 mM,;
acrilamida/bisacrilamida [29:1]; tetrametiletilenediamino [TEMED] 0,125 %; persulfato
de amodnio [APS] 0,125 %). A eletroforese foi realizada utilizando-se o sistema completo
SE-300 miniVE vertical electrophoresis (Hoefer, Inc., San Francisco, EUA) em corrente
de 20 mA/gel e tampao de corrida (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 5,5 mM SDS). Para
identificacdo dos pesos moleculares em kilodaltons (kDa) das proteinas, foi utilizado um
marcador padrao de peso molecular RECOM™ BLUE Wide Range (Royal Biotech
Corporation, Taiwan). As bandas proteicas foram coradas com Coomassie Brilliant blue
G-250 (Sigma-Aldrich, EUA) e mensuradas por regressao linear, de acordo com o padrao
de peso molecular referéncia, utilizando o programa GelAnalyzer 2010 (Dr. Istvan

Lazar®).

3.14. Dot blot para confirmacio da purificacio dos anticorpos IgY

Para confirmagdo da presenca de IgY nas amostras obtidas apos o processo de
purificagdo (item 3.12), o pool de anticorpos foi aplicado em membrana de nitrocelulose
0,45 pm (Bio-Rad, EUA). Um volume de 20 pL da amostra purificada foi adsorvido a
membrana. Apos secagem da mesma, em temperatura ambiente, foi realizado bloqueio
com PBS-T-M 5 %, por 2 h, sob agita¢do lenta em temperatura ambiente. Apos o bloqueio,
foram realizados seis ciclos de lavagem consecutivos com PBS-T 0,05 %. Os anticorpos
IgY foram detectados pela adi¢do de anticorpos anti-IgY na dilui¢do de 1:20.000 em
PBS-T-M 1 %, e incubados por 2 h a temperatura ambiente. Apos seis lavagens com
PBS-T, a reagdo foi revelada pela adi¢do de uma pastilha de 3,3’- diaminobenzidino
tetrahidrocloreto (DAB) (Sigma-Aldrich, EUA) diluida em 5 mL de solu¢do salina
tamponada com Tris (TBS) e 12 pL de per6xido de hidrogénio 30 % (Merck, Alemanha).
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A revelagdo foi interrompida por meio de seis lavagens consecutivas com agua destilada.

O controle negativo foi realizado com soroalbumina bovina (BSA) nas mesmas condicdes.

3.15. Western Blotting

O reconhecimento do perfil antigénico de Fh7c pelos anticorpos IgY fracionados
semanalmente e purificados foi avaliado em Western Blotting conforme Silva et al. (2007).

A principio, 250 pg de Fh7c foram submetidos a separacdao por SDS-PAGE 12 %,
sob condi¢des nao redutoras, conforme descrito no item 3.6. Em seguida, as proteinas
separadas foram eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose 0,45 pm (Bio-Rad
Laboratories Inc., EUA) de dimensdes: 8 cm de largura x 6 cm de altura, utilizando o
sistema de transferéncia SE-300 miniVE (Hoefer, Inc., San Francisco, EUA) em corrente
de 300 mA/gel e tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 5,5 mM,
metanol 20 %). Ap0s a eletrotransferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau S
(Sigma-Aldrich, EUA) para visualizacao das bandas proteicas. Em seguida, a membrana
de nitrocelulose foi cortada em tiras de 3 mm de largura que foram bloqueadas pela
incubagdo com PBS-T-M 5 %, por 2 h sob agita¢do lenta a temperatura ambiente. Apos o
bloqueio, as tiras foram lavadas seis vezes com PBS-T 0,05 % e incubadas overnight sob
agitacdo lenta a 4 °C com anticorpos IgY anti-Fh7¢ (6 pg) diluidos em PBS-T-M 1 % a
um volume de 500 pL por tira. Foram utilizadas amostras de IgY fracionado de todas as
semanas € do pool purificado da 6* e 8" semanas. Finalizada essa etapa, as fitas foram
novamente lavadas, conforme descrito acima. Em seguida, foi adicionado o anticorpo
secundario anti-IgY conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) diluido a 1:15.000
em PBS-T-M 1 %, por 2 h a temperatura ambiente. A revelagdo foi realizada conforme

item 3.14. A reagdo foi interrompida com 500 pL de agua destilada por tira.

3.16. Imunofluorescéncia

O ensaio de imunofluorescéncia foi realizado para avaliar o reconhecimento
antigénico em cortes de metacestodeos de 7. crassiceps e T. solium por anticorpos IgY
purificados anti-Fh7c. Os cortes histologicos foram incluidos em Tissue-Tek (Sakura
Finetek, Zoeterwoude, Holanda) e congelados a -70 °C. Secc¢des de 2 pum de espessura
foram obtidas utilizando criomicrotomo (Leica Microsystems, EUA). Os cortes foram

aderidos em lamina de microscopia e mantidos 30 min a temperatura ambiente. A cada
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corte foram adicionados 50 pL de anticorpos IgY anti-Fh7c purificados com concentragiao
proteica total de 780 pg/mL provenientes do pool da 6* € 8* semanas, que foram incubados
a 37 °C por 30 min, em camara umida. Em seguida, os cortes foram lavados com PBS trés
vezes e incubados com anticorpo secundario anti-IgY produzido em coelhos conjugado
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em azul de Evans
3 %, por 30 min a 37 °C. Apos trés lavagens com PBS, as laminas foram montadas com
laminulas utilizando glicerina. As imagens foram obtidas utilizando sistema de
microscopia de fluorescéncia invertida (EVOS, AMG Microscopy Group, EUA).
O controle do conjugado foi realizado com PBS (50 uL/poco).

3.17. ELISA sanduiche para detec¢io de imunocomplexos em soros humanos

com NCC confirmada

Os anticorpos IgY purificados e especificos foram avaliados quanto ao potencial
para detec¢do de imunocomplexos em soros humanos com NCC confirmada. O ELISA
sanduiche foi realizado em placas de poliestireno, 96 pocos, de alta afinidade (Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA) sensibilizadas com IgY anti-Fh7¢ (10 pg) diluido em tampao
carbonato-bicarbonato (0,06 M, pH 9,6) e incubados overnight a 4 °C em camara imida.
Apbs a incubagdo com os anticorpos IgY, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T.
As amostras de soro humano (positivos para NCC, saudéaveis e outras parasitoses) foram
diluidas em PBS-T a 1:200, adicionadas as placas em volume de 50 puL/poco e incubadas
por 45 min a 37 °C. As placas foram lavadas como descrito anteriormente e incubadas
com anticorpo secundario IgG produzido em cabras anti-I[gG humana conjugado com
peroxidase, Fc especifico (Sigma-Aldrich, EUA) e diluidos a 1:2000 em PBS-T. Apods
incubagdo de 45 min a 37 °C, as placas foram lavadas conforme descri¢do anterior e
reveladas de acordo com o item 3.10. Os valores de absorbancia foram determinados a
492 nm em leitor de microplacas Epoch (Biotek). Os resultados foram expressos em Indice
ELISA (IE), de acordo com a formula: IE = DO/cut-off, onde o cut-off foi estabelecido
pela andlise da curva ROC (Receiver operating characteristic curves), utilizando os
valores de DO das amostras de soro de todos os individuos sauddveis e com outras
parasitoses (n = 70), como controle negativo. Amostras foram consideradas positivas

quando IE > 1.
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3.18. Normas de biosseguranca

O procedimento de coleta e processamento das amostras de soros e reagentes, bem
como de utilizacdo dos equipamentos foi realizado de acordo com as normas de

biosseguranga descritas por Mineo et al. (2009).

3.19. Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando o programa computacional GraphPad
Prism versao 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As varidveis foram
avaliadas pelos testes de normalidade D’Agostino e Pearson, Shapiro-Wilk,
Kolmogorov-Smirnov, segundo a distribui¢do dos dados. Os parametros de sensibilidade,
especificidade, razdes de probabilidade positiva (RP") e negativa (RP), area sob a curva
(ASC) e os valores de cut-off para o ELISA foram avaliados pela curva ROC. One-way
ANOVA com poés-teste de Tukey (P < 0,0001) foram realizados para comparar as
diferengas de varidncia das médias entre pares de grupos de soros. Valores de P < 0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao antigénica do extrato salino total e da fracao

hidrofobica de Taenia crassiceps

Proteinas do extrato salino total de 7. crassiceps (EtTc) e de sua fragcdo hidrofobica
(FhTc), com concentragdes de 14.000 pg/mL e 2.000 ug/mL, respectivamente, foram
caracterizadas por SDS-PAGE 12 % por coloragdo com nitrato de prata. Doze bandas
proteicas foram identificadas para Et7c (240, 140, 100, 70, 50, 42, 32, 27, 19, 16, 14 ¢
10 kDa) e quatorze bandas para Fh7c (92, 56, 50, 47, 45, 42, 36, 34, 32, 29, 28, 23, 8 ¢
6 kDa) (Figura 2).
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Figura 2. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% com as regides proteicas do extrato salino
total de metacestddeos de 7. crassiceps (EtTc) e sua fracao hidrofobica (Fh7c), obtida por
fracionamento com TX-114. As bandas proteicas foram coradas com nitrato de prata.

PM = Padrao de peso molecular. kDa = kilodalton.
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4.2. Avaliacao do fracionamento e purificacio dos anticorpos IgY

Para avaliacdo da qualidade do processo de fracionamento e purificacdo dos
anticorpos IgY, foram retiradas fragdes de cada uma das etapas dos processos para analise
do perfil proteico. Previamente a etapa de fracionamento, foi obtida uma fragao de solugao
de gemas (G) da sexta e oitava semanas. Na primeira etapa do processo de fracionamento,
chamada delipidagdo, foi obtido o sobrenadante de fragdo lipidica (S1) e seu precipitado
(P1). Na segunda etapa, ap6s a adi¢do de sulfato de amdnio 20 %, o sobrenadante (S2) e
seu precipitado formado (P2) foram coletados, assim como anticorpos precipitados da
sexta semana (6S) e oitava semana (8S) (Figura 3). A quantidade de anticorpos obtida ao
fim de cada semana variou de 2.852 pg/mL (semana 0) a 9.186 ug/mL (semana 8)
(Tabela 1).

A etapa de purificacdo iniciou-se com o processamento do pool de anticorpos IgY
da sexta e oitava semanas por cromatografia de interacdo tiofilica em sistema completo
AKTA prime (GE Healthcare, EUA). A cada corrida na coluna cromatografica, foi
aplicado 1 mL de amostra com anticorpos IgY precipitados, concentrados e dialisados na
concentracdo aproximada de 8.000 ug/mL, que gerou 14 amostras de anticorpos IgY
(tubos 37-51) (Figura 4), com rendimento aproximado de 2.000 a 3.000 pg/mL por
corrida.

Ap6s a purificagdo foi realizada a concentra¢do das amostras de anticorpos IgY
eluidos a partir do AKTA pelo filtro centrifugo AMICON Ultra-15 (Sigma-Aldrich,
EUA). Ao término do processo, obteve-se um rendimento de 780 pg/mL.

Ap0s o processamento pelo filtro centrifugo, uma aliquota de 20 pL do pool foi
submetida a ensaio Dot-blot e aplicada em membrana de nitrocelulose 0,45 um. Todas as
amostras revelaram a presenca de moléculas IgY, confirmando a purifica¢do (Figura 5).
Ap0s a confirmagdo, foi realizada analise do perfil eletroforético do pool de anticorpos
para comparacdo com as etapas de fracionamento. Apds o tratamento com
B-mercaptoethanol 5 %, para quebra das pontes dissulfeto entre as cadeias leves e pesadas
da IgY, os anticorpos do precipitado P2 e os anticorpos da sexta e oitava semanas
(6S e 8S) apresentaram o mesmo perfil, indicando a presenca de cadeias pesadas
(65-70 kDa) e cadeias leves (20-22 kDa). A presenga da ovoalbumina (~ 42 kDa) foi
detectada nas amostras de anticorpos prévias ao processo de purificacdo. O pool de

anticorpos (p) apesentou apenas cadeias pesadas (66-70 kDa), conforme figura 3.
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Figura 3. SDS-PAGE 12%, sob condi¢des redutoras das etapas dos processos de

fracionamento e purificacdo de anticorpos IgY anti-Fh7c. G — solugdo de gema obtida

previamente ao protocolo de fracionamento; S1 — sobrenadante proteico da fragao lipidica; P1

— precipitado lipidico; S2 — sobrenadante pos precipitagdo proteica; P2 — precipitado rico em

IgY apos precipitagdo com sulfato de amdnio; 6S — anticorpos precipitados da sexta semana;

8S — anticorpos precipitados da oitava semana; p — pool de anticorpos da 6* e §* semanas

obtido apos o processo de purificacdo em resina de sefarose (HiTrap 1gY Purification, HP,

5 mL). A seta indica as bandas correspondentes a ovoalbumina. Os colchetes indicam as

regides proteicas de cadeias pesadas e leves da IgY. PM = Padrdo de peso molecular.

kDa = kilodalton.
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Tabela 1. Quantidade obtida em miligramas por mililitro (mg/mL) dos anticorpos IgY
anti-Fh7c apo6s os processos de fracionamento e purificacdo no decorrer da atividade

experimental.

Semana Concentragdo (mg/mlL)
Pés fracionamento Pés purificagao
0 2,852 -
1 3,576 -
2 4,179 -
3 4,900 -
4 5,243 -
5 8,374 -
6 8,920 2,346
7 8,522 -

8 9,186 2,985
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Figura 4. Cromatograma dos anticorpos IgY anti-Fh7c. O primeiro pico corresponde aos
anticorpos IgY adsorvidos a coluna cromatografica (tubos 37-51) (Pico 1) que foram

utilizados nas etapas posteriores. As amostras do segundo pico (55-58) (Pico 2) correspondem

a ovoalbumina. GE = gradiente de elui¢ao.

Figura 5. Ensaio Dot-blot para confirmagdo da presenga de anticorpos IgY purificados
anti-Fh7c apds processamento cromatografico. A- anticorpos IgY purificados. B - BSA.
Soroalbumina bovina (BSA) foi utilizada como controle negativo da reagdo. As

membranas foram coradas com DAB (Sigma-Aldrich, EUA).
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4.3. Avaliacao da produc¢io, maturacio da avidez e potencial de
reconhecimento antigénico dos anticorpos IgY

Os anticorpos IgY obtidos apos o processo de fracionamento das gemas foram
inicialmente avaliados quanto a cinética de produgdo por ELISA indireto. Foram
utilizadas amostras semanais das gemas e do soro. Os anticorpos IgY provenientes das
gemas iniciaram a produgdo na segunda semana e tiveram suas maiores concentragdoes na
sexta e oitava semanas. A soroconversao dos anticorpos teve inicio na segunda semana e

permaneceu constante a partir da quarta semana (Figura 6).
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Figura 6. Cinética de producdo dos anticorpos IgY especificos anti-Fh7c¢ fracionados a
partir das gemas e do soro coletados semanalmente no decorrer da atividade experimental.
Linha pontilhada representa o cut-off (Iindice ELISA, IE > 1); semana 0 = Pré-imunizagao;

* = Imunizagoes.
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A maturagdo da avidez dos anticorpos foi testada por ELISA indireto, utilizando
ureia 6 M como agente caotrdpico. Os anticorpos fracionados das gemas a partir da
segunda semana foram selecionados para teste. Os indices de avidez (IA %) variaram de
66,1 % (segunda semana) a 95,08 % (oitava semana) e tiveram seus maiores valores na

sexta e oitava semanas, 88,17 % e 95,08 % respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Maturagdo da avidez de anticorpos IgY especificos anti-Fh7c (provenientes de
gemas) durante a atividade experimental, ap6s a primeira imunizagdo com fracao
hidrofébica de metacestodeos de Taenia crassiceps (FhTc). Ureia 6 M foi utilizada como
agente caotropico. * = Imunizagdes. O Indice Avidez (IA > 60 %) foi calculado de acordo
com as semanas que apresentaram IE >1 no ensaio de cinética de produgao de anticorpos.
As semanas que apresentaram IA > 85 % foram selecionadas para ensaios posteriores.

Linha pontilhada representa o cut-off (1A > 60 %).
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O potencial de reconhecimento antigénico foi avaliado por Western Blotting com
os anticorpos IgY anti-Fh7c fracionados de cada semana (0 a 8) e purificados (pool).

Houve reconhecimento de apenas duas bandas (80 e 70 kDa) a partir da terceira semana
(Figura 8).
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Figura 8. Western Blotting evidenciando perfil de reconhecimento antigénico da fracao
hidrofébica de metacestddeos de Taenia crassiceps (FhTc) por anticorpos IgY anti-Fh7c
fracionados semanalmente e purificados (pool). As membranas foram coradas com DAB

(Sigma-Aldrich, EUA). PM = Padrao de peso molecular. S = semana. p = pool.
kDa = kilodalton
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4.4. Deteccio de antigenos parasitarios pela reacdo de imunofluorescéncia

indireta

A reagao de imunofluorescéncia indireta foi avaliada em cortes histologicos de
metacestodeos de T. crassiceps e T. solium. Em ambos os ensaios, os anticorpos IgY anti-
FhTc purificados reconheceram estruturas tegumentares e internas dos parasitos. Foi

utilizado PBS como controle do conjugado (Figura 9).

Taenia solium Taenia crassiceps

lgY anti-FhTe

Controle

Figura 9. Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) utilizando anticorpos
IgY especificos anti-Fh7c em cortes histologicos de Taenia crassiceps e Taenia solium
(controle positivo). Coloragdo com anti-IgY conjugado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia invertida (EVOS, AMG
Microscopy Group, EUA).



47

4.5. Aplicacao dos anticorpos IgY no imunodiagnodstico da NCC humana

Os anticorpos IgY anti-Fh7¢ purificados foram aplicados no imunodiagndstico da
NCC humana para reconhecimento de imunocomplexos formados por IgG e antigenos
parasitarios em amostras de soros de individuos positivos para NCC, saudaveis e com
outras parasitoses. Amostras de soro que apresentaram IE > 1 foram consideradas
positivas.

A presenca de imunocomplexos foi detectada em 93,2 % (41/44) das amostras de
soro de individuos com NCC confirmada, sendo: 100 % em individuos com NCC ativa
(n=122) e 86,36 % com NCC inativa (19/22); 8,57 % (3/35) dos individuos saudaveis; e
11,43 % (4/35) com outras parasitoses, sendo: 2,86 % (1/35) E. granulosus, 2,86 % (1/35)
H. nana, 2,86 % (1/35) S. mansoni e 2,86 % (1/35) T. trichiura.

Os valores diagnodsticos de sensibilidade (Se) e especificidade (Es) totais
apresentados foram 93,2 % (81,34 - 98,57 %, IC 95 %) e 94,3 % (86,01 - 98,42 % IC
95 %), respectivamente. O desempenho do teste indicado pela area sob a curva (ASC) foi
de 0,9740 (IC 95 %). A razdo de probabilidade positiva (RP" = 16,35) indicou elevado
aumento na probabilidade da doenga (RP" > 10). A razdo de probabilidade negativa
(RP"=0,01) indicou acentuado decréscimo na probabilidade da doenga (0 < RP~ < 1). Os
parametros diagnosticos de Se e Es para NCC ativa e inativa estdo representados na
Tabela 2.

A distribuicdo dos dados apresentou-se dentro dos pardmetros de normalidade
pelos testes D’Agostino e Pearson, Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov. One-way
ANOVA foi realizada para comparar a diferenga de variancia entre as médias de DO’s
dos grupos de soros dos individuos. Foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre as médias dos grupos de soros (F'=97,84, R =0,7274, P <0,0001, IC
95 %). Comparagdes multiplas foram realizadas pelo pos-teste de Tukey, para avaliar as
diferencas de variancia das médias de DO’s entre os pares de grupos de soros. Houve
significancia na comparagdo entre o grupo de individuos NCC positivos (G1) e seus
subgrupos com os saudaveis (G2) e outras parasitoses (G3) (p < 0,0001), exceto entre os

subgrupos NCC ativa e NCC inativa e entre os grupos G2 e G3 (Figura 10).
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Tabela 2. Parametros diagnosticos de sensibilidade (Se) e especificidade (Es) obtidos pela
curva ROC na detec¢do de imunocomplexos em soros humanos com NCC ativa e NCC

inativa.

Soros com NCC confirmada (G1)

NCC ativa (22)

Se (%) 100
Es (%) 94,3
ASC 0,9740
RP* 17,54
RP- 0
Valor de P <0,0001
NCC inativa (22)

Se (%) 86,4
Es (%) 94,3
ASC 0,9740
RP* 15,15
RP- 0,08
Valor de P <0,0001

NCC total = 44 amostras
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Figura 10. A. ELISA sanduiche para detec¢do de imunocomplexos formados por IgG e

antigenos parasitarios, utilizando anticorpos IgY especificos anti-Fh7c em amostras de

soro de individuos positivos para NCC (NCC ativa, n = 22; NCC inativa, n = 22),

saudaveis (n = 35) e com outras parasitoses (n = 35). Amostras com [E > 1 foram

consideradas positivas. **** = One-way ANOVA, com pds-teste de Tukey (P < 0,0001).

B. Curva ROC representando cut-off, sensibilidade (Se), especificidade (Es), area sob a

curva (ASC), valor de P e razdes de probabilidade positiva (RP") e negativa (RP).
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5. DISCUSSAO

O diagnostico da NCC ¢ laborioso devido a dificuldade de demonstracao
histologica dos parasitos, tendo em vista a ndo indicagdo da pratica cirirgica, na
maioria dos casos. Técnicas aprimoradas de neuroimagem e testes imunoldgicos
como ferramentas confirmatérias aumentaram a acuracia do diagnodstico da
NCC, por meio da visualizagdo de metacestddeos em diferentes estadios evolutivos no
SNC e a demonstracao de anticorpos especificos do hospedeiro e antigenos parasitarios
circulantes. Entretanto, a neuroimagem nao confirma achados patognomonicos ¢ os testes
imunodiagnoésticos apresentam sensibilidade e especificidade variadas. Nesse sentido, a
obtencdo de uma ferramenta soroldgica de facil produgdo e acessibilidade e com alta
especificidade para o diagnostico de NCC torna-se necessaria (DEL BRUTTO etal., 2017;
CARPIO et al., 2018).

O imunodiagndstico ndo deve ser utilizado apenas para confirmagao da NCC, mas
também ser apto a discriminar infec¢des ativas e inativas. Ensaios indiretos de detecgao
de anticorpos, embora considerados invidveis na diferenciacao das formas ativas e inativas
da NCC, tém sido mais eficazes que os testes de deteccdo de antigenos, que possuem
sensibilidade inferior (MANHANI et al., 2011; RODRIGUEZ; WILKINS; DORNY,
2012).

Somente testes baseados na detec¢do de anticorpos especificos para antigenos de
T. solium sdo confidveis para diagndstico clinico e estudos epidemioldgicos. Entretanto,
os resultados de testes soroldgicos altamente especificos devem ser avaliados criticamente
porque a cisticercose extraneural e at¢é mesmo a exposi¢cdo sem desenvolvimento de
infeccdo ativa podem resultar em desenvolvimento de anticorpos especificos. Esses
ensaios estdo limitados ao uso de antigenos glicoproteicos derivados de metacestodeos de
T. solium, como o EITB de glicoproteina ligada a lectina de lentilha (LLGP-EITB), que
utiliza extratos antigénicos parcialmente purificados (DEL BRUTTO et al., 2001).
Entretanto, o uso de anticorpos monoclonais nesses ensaios pode ser extremamente Util
para validar o diagnostico da NCC ou descartar diagndsticos de imagem nao-conclusivos
(GARCIA, 2018).

O EITB ¢ considerado o teste mais especifico, com sensibilidade de 98 % e
especificidade de 100 % (SAMOREK-PIEROG; KARAMON; CENCEK, 2018), em
individuos com dois ou mais metacestodeos cerebrais (GARCIA, 2018). Uma menor

sensibilidade pode ser devida a falta de uma resposta antigénica de metacestodeos
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calcificados em comparagdo com os viaveis (RAMACHANDRAN; WILSON, 2018).
Além disso, o EITB pode apresentar desempenho insatisfatorio em amostras de pacientes
com lesdes unicas e ser limitado pelo uso dificultado em 4reas endémicas
(SINGHI; SUTHAR, 2015). A PCR também tem sido utilizada no que tange a
diferenciacdo especifica de Taenia spp., no entanto, possui limitagdes na distingdo de
formas ativas e inativas da NCC (SAMOREK-PIEROG; KARAMON; CENCEK, 2018).

ELISA para deteccao de anticorpos ¢ um método sensivel e permite a analise de
varias amostras simultaneamente. Entretanto, o potencial diagnostico do método ¢
alterado por diversos fatores, como a dificuldade de escolha das amostras de soro de
referéncia, aplicagdo de antigenos parasitarios brutos e variados valores de especificidade
e sensibilidade, resultando em alto nimero de reagdes cruzadas com outras parasitoses,
como fasciolose, angiostrongiliase, esquistossomose, equinococose, esparganose
(SAMOREK-PIEROG; KARAMON; CENCEK, 2018) e himenolepiase, principalmente
em regides endémicas a cisticercose (GARCIA, 2018). Atualmente, muitos pesquisadores
tendem a utilizar proteinas sintéticas ou recombinantes cuja especificidade ¢ maior que a
dos antigenos nativos, entretanto, a sensibilidade ¢ variada (RIBEIRO et al., 2010a;
GAZARIAN et al., 2012; NOH et al., 2014; RIBEIRO et al., 2019).

O presente estudo propods a utilizagdo de um antigeno hidrofobico de 7. crassiceps
(antigeno Fh7c¢) para produzir anticorpos IgY especificos obtidos de galinhas imunizadas
com Fh7c e testd-los no diagndstico da NCC. Antigenos de metacestodeos de 7. crassiceps
substituem eficientemente aqueles de 7. solium no imunodiagnostico da NCC
(LARRALDE et al., 1989; VAZ et al., 1997).

Na tentativa de aprimorar os ensaios baseados na detec¢do de antigenos
especificos, os anticorpos IgY policlonais surgem como promissores para o diagnostico
da NCC humana. Os anticorpos IgY sdo excelentes para uso em ensaios imunoldgicos
envolvendo soros de mamiferos, devido as diferentes propriedades da IgY em comparacao
com a IgG, uma vez que a IgY ndo reage com o fator reumatoide, ndo ativa o sistema
complemento e ndo se liga ao receptor Fc (HODEK et al., 2013; AMRO; AL-QAISI;
AL-RAZEM, 2017). Além desses fatores, devido as diferengas estruturais, imunologicas,
bioquimicas e a distancia filogenética entre aves e mamiferos, a IgY em comparacao a
IgG ¢ capaz de gerar respostas a proteinas altamente conservadas que ndo provocam
facilmente uma resposta imunitaria em espécies de mamiferos. Essas caracteristicas
permitem o desenvolvimento e aplicagdes imunodiagnodsticas e imunoterdpicas mais

eficientes (LEE et al., 2017). As principais vantagens que tornam a IgY atraente a pesquisa
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e as praticas diagnosticas, sdo: (1) baixo custo e rapida producdo em larga escala a partir
da gema de ovos de aves, evitando a sangria de animais com seringas; (2) alta rentabilidade
de anticorpos (1500 mg de IgY total podem ser obtidos semanalmente a partir de 5 a 7
ovos de galinhas, comparados com 200 mg de IgG total de coelho por 40 mL de sangue
semanais); (3) maior tempo de armazenamento da IgY (por pelo menos um ano) em
camara fria ou congelado, (4) produgdo de anticorpo especifico para pequenas doses de
antigeno (SCHADE et al., 1996; HODEK et al., 2013; AMRO; AL-QAISI; AL-RAZEM,
2017).

A IgY tem sido amplamente utilizada em estudos de diagnodstico laboratorial e
biotecnoldgicos na medicina humana e veterindria, por meio da imunizacdo de galinhas
com antigenos de E. granulosus (GOTTSTEIN; HEMMELER, 1985), Ascaris suum
(SCHNIERING.; SCHADE; HIEPE, 1996), virus Coxsackie (SINNREICH et al., 2005),
cadeia gama da hemoglobina humana para aplicacdo no imunodiagndstico da talassemia
(JINTARIDTH et al., 2006), apolipoproteina B (ApoB) para diagnéstico da aterosclerose
(SATO et al., 2008), T. solium (MANHANTI et al., 2011), Schistosoma japonicum (CAI et
al., 2012), Trichinella spiralis (WANG et al., 2012) Toxoplasma gondii (FERREIRA Jr.
et al., 2012), cancer (GRZYWA et al., 2014), rotavirus bovino (KIM et al., 2017),
Escherichia coli (PERALTA et al., 2017), toxinas de serpentes (ROCHA et al., 2017;
BORGES, et al., 2018), toxinas A e B de Clostridium difficile (XING et al., 2017). A
aplicacdo de antigenos em galinhas tornou-se uma ferramenta promissora para a
caracterizacdo e entendimento da funcionalidade dos anticorpos IgY, bem como a
producao de anticorpos especificos capazes de aprimorar técnicas imunodiagnosticas e
terapéuticas (SCHADE et al., 2005; LEE et al., 2017).

Os anticorpos IgY produzidos neste estudo apresentaram crescentes indices de
cinética de producgdo no decorrer do curso da infecgdo, o que foi observado em outros
trabalhos. Raposo et al. (2016), verificaram aumento constante nos niveis de IgY no curso
da infeccao de galinhas com ovos embrionados de Toxocara canis. No presente estudo foi
observado que a cinética de producdo de anticorpos nas gemas se iniciou a partir do 15°
dia p6s infecgdo (dpi), o que coincidiu com a soroconversdo, corroborando com Raposo
et al. (2016) e Ferreira-Junior et al. (2012), que também observaram elevados niveis de
producao de anticorpos apos o 14° dpi com 7. gondii em aves. No presente estudo, os
anticorpos atingiram seus maiores niveis de produgdo a partir do 29° dia, permanecendo
constantes a partir do 43° dpi, o que corroborou com os achados de Raposo et al. (2016),

que apresentaram niveis constantes de anticorpos a partir do 45° dpi. No que se refere aos
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indices de avidez (IA %), os niveis de anticorpos cresceram a partir do 15° dpi e tiveram
seus maiores indices (IA> 85 %) no 43° e 57° dpi, contrastando com Raposo et al. (2016),
que tiveram maiores IA apos a fase final de infec¢ao (28° dpi, [A> 56 %). Ferreira-Junior
et al. (2012), também observaram elevado nivel de maturagao de anticorpos IgY, tratados
com ureia 6 M, no 42° dpi, assim como ligeira queda nos niveis de avidez de anticorpos
no 49° dpi, corroborando com o presente estudo, cuja queda foi observada no 50° dpi.

A aplicacdo dos anticorpos IgY especificos anti-Fh7c para deteccdo de
imunocomplexos em amostras de soro com NCC confirmada e na discriminagdo das
formas ativa e inativa da doenga no presente estudo, demonstrou alto desempenho
diagndstico, quando comparada com outros estudos. Molinari et al. (2002) utilizaram
antigenos de excre¢cdo e secrecdo de metacestddeos de 7. solium para deteccdo de
anticorpos IgG de LCR humano por ELISA para diagndstico discriminatorio da NCC,
obtendo 92 % (Se) e 97 % (Es) com 22 amostras positivas de 24 casos com NCC ativa e
seis amostras negativas de oito casos com NCC inativa. No presente estudo, todas as 22
amostras com NCC ativa positivaram e apenas trés de 22 amostras com NCC inativa foram
negativas, com 93,2 % (Se) e 94,3 % (Es). Silva et al. (2017) avaliaram a detecc¢do de IgG
humana anti-7. solium contra fra¢des hidrofobicas de 7. solium e T. crassiceps em
amostras de LCR de individuos com NCC ativa e inativa, ¢ obtiveram 100 % (Se) e
97,4 % (Es) para ambas as formas clinicas da doenga (ativa e inativa) quando utilizada a
fracdo hidrofobica de 7. crassiceps e 100 % (Se) e 95 % (Es) quando utilizada a fracao
hidrofobica de 7. solium. No presente estudo, 100 % (22/22) das amostras de NCC ativa
e 86 % (19/22) das inativas reagiram. Garcia et al. (2018) testaram amostras de soro
humano com NCC viavel (n = 45) e calcificada (n = 45), bem como soros de individuos
com outros cestodeos (himenolepiase, n = 45 e hidatidose, n = 45) e os avaliaram para
detec¢do de anticorpos IgG anti-7. solium em dois kits ELISA comerciais. Baixos valores
de sensibilidade (Se) foram detectados para ambas as formas clinicas de NCC (viavel e
calcificada), sendo 44,4 % e 22,2 % para a forma viavel e 6,7 % e 4,5 % para a calcificada.
Além disso, apresentaram altos indices de reatividade cruzada com hidatidose (84,4 % e
55,6 %) e himenolepiase (11,1 % e 2,2 %). Estes resultados destacam a eficiéncia dos
anticorpos IgY policlonais produzidos a partir do antigeno hidrofobico de 7. crassiceps
para o imunodiagnostico discriminatorio da NCC, em comparagdo com a IgG humana.

Em estudo realizado por Machado et al. (2007), amostras de soros humanos foram
testadas em grupos similares ao presente estudo (NCC positivos, saudaveis e outras

parasitoses) e obtiveram desempenho diagnoéstico inferior, com 92,5 % (Se) e 93,3 % (Es),
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utilizando antigeno hidrofobico de 7. solium. Dentre as amostras testadas no grupo de
outras parasitoses, aquelas de individuos infectados com E. granulosus apresentaram
reatividade de 70 % (7/10). No presente estudo, apenas 20 % (1/5) das amostras de soro
de E. granulosus reagiram, demonstrando a alta especificidade da IgY anti-FhT7c.
Gongalves et al. (2010), testando amostras de soro com IgG humana anti-7. solium contra
fragdes hidrofébicas de 7. saginata, obtiveram 95 % (Se) e 82,6 % (Es), apresentando
reatividade cruzada no grupo de outras parasitoses (n = 45) em todas as amostras com
infecgao por E. granulosus (6/45) e trés com H. nana (4/45). No presente estudo, apenas
uma amostra com E. granulosus € uma com H. nana reagiram. Estes resultados denotam
a eficiéncia e especificidade dos anticorpos IgY policlonais no imunodiagnoéstico da NCC
produzidos a partir do antigeno hidrofobico de 7. crassiceps em comparagdo com o0s

anticorpos IgG humanos testados contra a fragdo hidrofobica de T solium e T. saginata.
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6. CONCLUSOES

Os anticorpos IgY policlonais produzidos a partir da imunizacdo de galinhas com
antigenos da fracao hidrofobica de 7. crassiceps apresentaram elevado rendimento
proteico no decorrer da atividade experimental. Os anticorpos obtidos durante oito
semanas, a partir de quatro imunizagdes, foram eficientemente fracionados, purificados e
caracterizados por imunoensaios ELISA indireto, apresentando elevado potencial de
producao e avidez. Além disso, apresentaram alto reconhecimento antigénico contra Fh7c
por meio dos imunoensaios Western blotting e RIFI. Os anticorpos IgY policlonais
especificos anti-Fh7c¢ foram capazes de reconhecer antigenos em cortes histologicos de
metacestodeos de 7. solium e T. crassiceps pela reagdo de imunofluorescéncia indireta.
Além disso, apresentaram alto desempenho diagndstico na deteccdo de imunocomplexos
formados por antigenos de 7. solium e IgG em soros de individuos com NCC confirmada
e na discriminacdo das formas ativa e inativa da doenca.

Estes resultados demonstraram a aplicagdo potencial dos anticorpos IgY
produzidos em galinhas por antigenos de 7. crassiceps como uma ferramenta inovadora,
de elevada rentabilidade, baixo custo de produgdo e alta eficiéncia no imunodiagndstico

da NCC humana.
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