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RESUMO 

 

A neurocisticercose (NCC) é uma doença tropical negligenciada e seu diagnóstico continua um 

desafio em vista das manifestações inespecíficas. Técnicas de neuroimagem são utilizadas no 

diagnóstico da NCC, no entanto, devido ao alto custo desses métodos e as vantagens 

apresentadas no uso de testes imunológicos, como facilidade de execução e resultados 

satisfatórios, os imunoensaios são comumente utilizados para detectar anticorpos contra 

antígenos de Taenia sp. O objetivo deste estudo foi produzir, fracionar, isolar e caracterizar 

anticorpos IgY provenientes de gemas de ovos de galinhas inoculadas com extrato salino total 

de formas metacestódeas de T. crassiceps. Ensaios de imunoabsorção enzimática (ELISA) do 

tipo indireto, ELISA de avidez, immunoblotting e imunofluorescência indireta foram realizados 

para caracterização dos anticorpos IgY. O índice ELISA aumentou consideravelmente a partir 

da semana quatro, com crescimento de produção, e observou-se alto índice de avidez (IA); IgY 

reconheceu bandas polipeptídicas imunodominantes com 24-215 kDa e ensaios de 

imunofluorescência confirmaram o potencial de anticorpos IgY anti-T. crassiceps para 

reconhecer tecidos de metacestódeos de T. crassiceps e T. solium. A performance diagnóstica 

foi verificada por ELISA para a detecção de imunocomplexos, testando 90 amostras de soro 

divididas em três grupos: grupo 1 (n = 30), indivíduos com diagnóstico definitivo de NCC; 

grupo 2 (n = 30), indivíduos com outras infecções parasitárias; e grupo 3 (n = 30) indivíduos 

aparentemente saudáveis. Valores de sensibilidade (Se), especificidade (Sp), razão de 

probabilidade positiva e negativa (RP+/RP-) e área sob a curva (ASC) foram calculados. Os 

parâmetros diagnósticos apresentaram os seguintes resultados: Se 83,3%; Es 96,7%; RP + = 

25,0; RP− = 0,17 e ASC 0,966. Para seleção de peptídeos com afinidade de ligação aos 

anticorpos IgY anti-Tc e IgY anti-dTc por phage-display, uma biblioteca de peptídeos 

randômicos expressados em bacteriófagos filamentosos foi utilizada. Foram identificados três 

clones de fagos principais, sendo C11 considerado com os melhores valores diagnósticos para 

detecção de IgG no imunodiagnóstico da NCC humana (C11 - Se 80%, Es 83,3%). Os 

resultados deste estudo demonstram que anticorpos IgY anti-T. crassiceps apresentam potencial 

aplicabilidade e podem ser utilizados como uma ferramenta promissora no imunodiagnóstico 

da NCC humana. 

 

Palavras-chave: Neurocisticercose; Taenia crassiceps; IgY de gema de ovo; imunodiagnóstico, 

phage-display. 



 
ABSTRACT  

 

Neurocysticercosis (NCC) is a neglected tropical disease and its diagnosis remains a challenge 

due to nonspecific manifestations. Neuroimaging techniques are used in NCC diagnosis, 

however, due to the high cost of these methods and the advantages presented in the use of 

immunological tests, such as easiness to perform and satisfactory results, immunoassays are 

commonly used to detect antibodies against Taenia sp. antigens. The aim of this study was to 

produce, fractionate, isolate and characterize IgY antibodies from egg yolk of hens immunized 

with T. crassiceps metacestodes. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) indirect type, 

avidity ELISA, immunoblotting and indirect immunofluorescence tests were performed for 

characterization of IgY antibodies. ELISA index increased considerably from the week four, 

with growth of the production, and high avidity index (AI) were observed; IgY recognized 

immunodominant polypeptides bands with 24-215 kDa and immunofluorescence assays 

confirmed the potential of anti-T. crassiceps IgY antibodies to recognize T. crassiceps and T. 

solium metacestodes tissue. Diagnostic performance was verified by ELISA for immune 

complexes detection testing 90 serum samples divided into three groups: group 1 (n=30), 

individuals with NCC definitive diagnosis; group 2 (n = 30), individuals with other parasitic 

infections; and group 3 (n = 30) apparently healthy individuals. Values of sensitivity (Se), 

specificity (Sp), positive and negative likelihood ratios (LR+/LR-) and area under the curve 

(AUC) were calculated. Diagnostic parameters presented the following results: Se 83.3%; Sp 

96.7%; LR+ = 25.0; LR− = 0.17 and AUC 0.966. For selection of peptides with binding affinity 

to anti-Tc and anti-dTc IgY antibodies by phage-display, a library of random peptides expressed 

in filamentous bacteriophages was used. Three main phage clones were identified, being C11 

considered with the best diagnostic values for IgG detection in immunodiagnostic (C11 – Se 

80%, Es 83.3%). Results of this study demonstrate that anti-T. crassiceps IgY antibodies 

present potential applicability and can be used as a promising tool in human NCC 

immunodiagnosis. 

 

Keywords: Neurocysticercosis; Taenia crassiceps; egg yolk IgY; immunodiagnosis, phage- 

display. 
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e as verticais os desvios padrões. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Morfobiologia e ciclo de vida de Taenia solium 

A espécie Taenia solium (Linnaeus, 1758) pertence a classe Cestoda, que compreende 

aproximadamente 5000 espécies de parasitos hermafroditas. Em relação ao parasitismo 

humano, os cestódeos mais frequentemente encontrados pertencem a família Taenidae, na qual 

as espécies T. solium e T. saginata (Goeze, 1782) e potencialmente Taenia asiatica são 

ressaltadas (EOM; RIM, 1993; DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016; GRIPPER; WELBURN, 

2017). 

A ingestão de carnes ou vísceras de suínos ou carne bovina, cruas ou malcozidas, 

infectadas com formas larvárias viáveis de Taenia sp. denominadas metacestódeas, são a causa 

de teníase no hospedeiro humano (GALÁN-PUCHADES; FUENTES, 2013; DA SILVA; 

TAKAYANAGUI, 2016; WHITE Jr; GARCIA, 2018). A forma metacestódea T. solium é 

composta de uma membrana vesicular preenchida com líquido claro, contendo no seu interior 

um escólex invaginado com quatro ventosas, rostro armado e duas fileiras de ganchos; a de T. 

saginata apresenta as mesmas características morfológicas, exceto pela ausência de rostro. O 

metacestódeo ingerido pelo hospedeiro definitivo (homem) é estimulado por enzimas 

digestivas, causando a evaginação do escólex, que se fixa na mucosa do intestino delgado e 

desenvolve-se na forma adulta. O parasito adulto das espécies do gênero Taenia é dividido em 

escólex ou cabeça, colo ou pescoço e estróbilo ou corpo. A espécie Taenia solium apresenta 

comprimento médio de 1,5 a 4 metros, e seu crescimento ocorre a partir da proliferação de 

células no colo/pescoço, que se estende em segmentos denominados proglotes (DA SILVA; 

TAKAYANAGUI, 2016; GRIPPER; WELBURN, 2017; COYLE, 2019), que encontram-se em 

diferentes estágios de desenvolvimento (jovens, madura e grávidas), além de possuírem 

individualidade alimentar e reprodutiva (REY, 2008; DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016). 

Cada proglote contém cerca de 50.000 a 60.000 ovos, sendo os ovos e as proglotes grávidas 

distais liberados juntamente com as fezes (WILLMS, 2008; DA SILVA; TAKAYANAGUI, 

2016; COYLE, 2019). 

Os seres humanos também podem desenvolver cisticercose ao serem expostos a 

contaminação fecal pela ingestão acidental de ovos viáveis de T. solium (DA SILVA; 

TAKAYANAGUI, 2016; GARCIA, 2018). Os ovos são esféricos, medem cerca de 30 μm de 

diâmetro, internamente são constituídos pelo embrião hexacanto ou oncosfera e, um envoltório 

denominado embrióforo forma sua parte externa; além disso, sua morfologia é indistinguível 
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entre as espécies de Taenia (DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016). No intestino delgado, as 

oncosferas são ativadas e liberadas, penetram a vilosidade com auxílio dos ganchos e invadem 

os vasos sanguíneos, disseminando-se para vários tecidos, incluindo olhos, tecido subcutâneo, 

músculo e cérebro (DEL BRUTTO, 2012b; GRIPPER; WELBURN, 2017; COYLE, 2019). A 

infecção humana pode ocorrer por três mecanismos distintos: autoinfecção externa – por meio 

de mãos contaminadas de portadores de T. solium que eliminam proglotes e ovos ou pela 

coprofagia; autoinfecção interna – pela presença de proglotes grávidas ou ovos de T. solium que 

regressam para o estômago por meio de vômitos ou movimentos retroperistálticos do intestino, 

no estômago vão ser ativados, desenvolvendo o ciclo auto-infectante ao voltarem para o intestino 

delgado; heteroinfecção – pela ingestão de alimentos (verduras) ou água contaminados com 

ovos de T. solium provenientes das dejeções de outro indivíduo portador (TAKAYANAGUI; 

LEITE, 2001; DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016). 

Devido às modificações anatômicas e fisiológicas, os metacestódeos podem ser 

encontrados em diferentes estágios: i) estágio vesicular, no qual o cisticerco apresenta uma 

vesícula translúcida, com líquido incolor no seu interior e escólex preservado, podendo 

permanecer por alguns anos nesse estágio; ii) estágio coloidal, onde sinais de deterioração do 

escólex são observados e o líquido vesicular torna-se turvo devido à incapacidade de controle 

da resposta imune pelo parasito; iii) estágio granular, em que ocorre espessamento da membrana 

e mineralização do escólex e iv) estágio granular calcificado, no qual o parasito apresenta-se 

totalmente calcificado (DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016; FLEURY et al., 2016; GOMES; 

COSTA-CRUZ, 2017; GRIPPER; WELBURN, 2017). 

1.2 Epidemiologia da neurocisticercose humana 

Considerada uma zoonose reemergente, a neurocisticercose (NCC) ainda é um grande 

problema de saúde pública no mundo, com ampla prevalência em países de baixa renda, 

incluindo África Subsaariana, Ásia e América Latina (MARTINS-MELO et al., 2016; 

TELLEZ-ZENTENO; HERNANDEZ-RONQUILLO, 2017). Regiões que apresentam 

saneamento precário, onde também a inspeção veterinária da carne é restrita e a criação 

extensiva de suínos é praticada, são endêmicas para a infecção (PRASAD et al., 2011; 

CARABIN; WINKLER; DORNY, 2017). Segundo legislações vigentes na maioria dos países, 

os suínos infectados devem ser condenados por veterinários, no entanto, as carcaças infectadas 

são, muitas vezes, comercializadas e consumidas, uma vez que há falta de inspeção veterinária 

(ASSANA et al., 2013). 
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Com base na variedade de dados disponíveis sobre prevalência de epilepsia, estima-se 

que 2,56-8,30 milhões de pessoas são acometidas pela NCC, considerando os casos 

assintomáticos e sintomáticos (WHO, 2019). Em regiões endêmicas para T. solium, 

aproximadamente 30% das convulsões são resultantes de paciente sintomáticos portadores de 

NCC, embora a maioria dos casos seja assintomático (GARCIA, 2018). Além disso,  T. solium 

foi identificada como principal causa de mortes por doenças transmitidas por alimentos em 

2015, o que resultou em 2,8 milhões de anos de vida ajustados por incapacidade (DALYs) 

(WHO, 2019), calculados pela soma dos anos de vida perdidos devido à mortalidade prematura 

na população e dos anos perdidos por incapacidade para pessoas que vivem com a condição de 

saúde ou suas consequências (WHO, 2020). 

O aumento da incidência de NCC em países de alta renda está atribuída ao aumento das 

taxas de imigração, e vem sendo observada particularmente nos EUA, Canadá e Europa 

(SORVILLO et al., 2011; COYLE et al., 2012; GRIPPER; WELBURN, 2017). As regiões sul 

e sudoeste dos EUA apresentam maiores taxas de NCC, uma vez que possuem grande número 

de imigrantes, oriundos da América Central e da América do Sul (CHO, 2018). Nesses países, 

a inexperiência em lidar com essas infecções parasitárias é um agravo no risco de propagação 

do parasito (GRIPPER; WELBURN, 2017). 

O número de formas metacestódeas varia de acordo com a localidade, uma vez que, 

geralmente, múltiplos metacestódeos viáveis são observados no cérebro de pacientes em regiões 

endêmicas, especialmente na América Latina, porém na Índia, a visualização de uma única e 

degenerada forma é mais comum (SINGH et al., 2010; CHO, 2018). 

Embora haja iniciativas para determinar a ocorrência de NCC em países endêmicos e 

em nações desenvolvidas, os dados para avaliação precisa da distribuição e transmissão da NCC 

são escassos, apesar do impacto global da doença (MEWARA; GOYAL; SEHGAL, 2013; 

FOGANG et al., 2015; O’NEAL; FLECKER, 2015; GRIPPER; WELBURN, 2017). 

No Brasil, segundo estudo realizado por MARTINS-MELO et al. (2016), a NCC é 

endêmica particularmente nas regiões sudeste, sul e centro-oeste, e apresenta taxa média anual 

de 0,82 óbitos/1.000.000 habitantes, sendo a taxa de mortalidade geral ajustada por idade de 

0,97 óbitos/1.000.000 habitantes. Na região do Triângulo Mineiro (estado de Minas Gerais), 

uma provável endemicidade de cisticercose foi observada segundo estudo de SILVEIRA- 

LACERDA et al. (2002), o qual constatou soroprevalência em Araguari (13,5%), Tupaciguara 

(5,0%), Monte Alegre (4,8%), e Uberlândia (4,7%). O município de Jataí, no sudoeste de Goiás, 

também foi caracterizado como área endêmica para a doença, apresentando soroprevalência de 

13,8%, (GUARDA; COSTA-CRUZ; BARCELOS, 2018). A ocorrência da NCC é 
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provavelmente subestimada, uma vez que a notificação compulsória da doença não é 

obrigatória e apenas alguns estados (Santa Catarina, Paraná, Minas Gerais e Mato Grosso do 

Sul) e o município de Ribeirão Preto implementaram programas de controle (TAKAYANAGUI 

et al., 1996; TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; AGAPEJEV, 2003; MARTINS-MELO et al., 

2016). 

1.3 Resposta imunológica do hospedeiro 

Na NCC, uma importante reação inflamatória é associada à doença e sua intensidade 

depende principalmente do estágio de desenvolvimento dos metacestódeos (CARPIO et al., 

2018). Assim, quando o parasito se encontra no estágio vesicular, a reação inflamatória ao seu 

redor é escassa, enquanto intenso infiltrado inflamatório é observado no estágio coloidal, com 

predominância de resposta inflamatória Th1 (IL-2, IL-6, IL-12, TGF-β e IFN-γ). No estágio 

granular, citocinas do perfil Th1 (IFN-γ, IL-18 e TGF-β) e Th 2 (IL-4, IL-13 e IL-10) são 

encontradas, e quando o metacestódeo se torna um nódulo calcificado, intensa gliose astrocítica 

ao seu redor é constatada (FLEURY et al., 2016).  

Diferenças  entre  a  resposta  inflamatória  na  NCC  intra  e  extraparenquimal  são 

observadas: a resposta imunológica é menos eficaz quando a doença é localizada fora do 

parênquima, visto que na NCC parenquimal o metacestódeo está em contato com as células 

imunes locais e circundado pelo tecido cerebral (CARPIO, 2018). Um perfil de citocinas pró- 

inflamatórias periféricas mediado por IFN-γ, IL-12 e IL-1β está associado com NCC 

parenquimatosa, enquanto a doença subaracnóidea está associada com aumento de IL-1β, IL-6 

e TNF-α (CHAVARRÍA et al., 2005; GÓNGORA-RIVERA et al., 2008; GONZALES; 

RIVERA; GARCIA, 2016). 

Um papel importante na  limitação  da resposta inflamatória no SNC é provavelmente 

desempenhado pelas populações de células T reguladoras (Treg), bloqueando a inflamação pela 

produção de IL-10 e pelo contato célula a célula com células dendríticas, visto que as células 

Treg parecem estar expandidas nas infecções por cisticercose (VIGNALI; COLLISON; 

WORKMAN, 2008; ARCE-SILLAS et al. 2015; TUERO et al., 2015; GONZALES; RIVERA; 

GARCIA, 2016). 

A proliferação  de linfócitos  B murinos induzidos  por extratos  de tecido de  T. solium 

sugerem que, in vivo, o parasito tem um efeito policlonal nos linfócitos B do hospedeiro 

(WILLMS,  2008). Segundo estudo realizado por  CHAVARRÍA  et al. (2005), existe relação 

entre a gravidade clínica da NCC e o aumento da celularidade no LCR, uma vez que, quando 
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comparados grupos de pacientes com as formas leve, moderada e grave da doença, níveis mais 

altos de IL-5, IL-10, IgG1, IgG2, IgG3 e IgE foram observados nos que apresentavam NCC 

grave. As imunoglobulinas IgG, IgM, IgA e IgE, induzidas pelo antígeno parasitário, são 

encontradas em elevada concentração no soro de pacientes com NCC (DA SILVA; 

TAKAYANAGUI,  2016).  Os  anticorpos   IgG   destacam-se  na  resposta   humoral,   sendo 

detectados em amostras de soro e de LCR em níveis superiores às demais classes de 

imunoglobulinas (COSTA et al., 1982; BUENO et al., 2000a; PARDINI et al., 2002). Níveis 

elevados de anticorpos foram correlacionados com a forma maligna da doença (DA SILVA; 

TAKAYANAGUI, 2016). 

A  forma  metacestódea  é  capaz  de  sobreviver  durante  anos  por  meio  de  alguns 

mecanismos de escape da resposta imune, tais como inibição do componente C1q pela ação da 

paramiosina e inibição das vias clássica e alternativa do complemento pela taenistatina.  Além 

disso, a taenistatina inibe a resposta celular por aparentemente interferir na proliferação de 

linfócitos e na função dos macrófagos (DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016). A destruição do 

cisticerco  causa  a  liberação  de  grandes  quantidades  de  citocinas,  e,  portanto,  os  efeitos 

patológicos, bem como a atividade epileptogênica, devem-se à resposta inflamatória (SOTELO; 

MARIN, 1987; GARCIA; RODRIGUEZ; FRIEDLAND, 2014; MOURA et al., 2015). 

1.4 Aspectos clínicos da neurocisticercose humana 

Conhecida por suas variáveis manifestações clínicas, a NCC é a doença parasitária mais 

comum do sistema nervoso central humano (SNC). Sua natureza pleomórfica pode ser atribuída 

às características do parasito (número, estágio e localização) e do hospedeiro (idade, sexo e 

genética). No controle das interações imunes, o estágio de desenvolvimento do parasito é 

importante; o início de respostas imunes contra o metacestódeo degenerativo está geralmente 

associado ao desenvolvimento dos sintomas, no qual um perfil clínico correspondente é 

observado (GRIPPER; WELBURN, 2017; DELGADO-GARCÍA et al., 2019). 

Apesar desses fatores influenciarem a diversidade das manifestações da doença, a 

localização dos metacestódeos é, provavelmente, o fator mais importante na explicação da 

heterogeneidade do quadro clínico. A capacidade de localização do parasito em diversas áreas 

do SNC permitiu a classificação da doença em NCC parenquimatosa, na qual o parênquima 

cerebral ou sulcos de convexidade estão envolvidos; e NCC extra-parenquimatosa, na qual as 

formas são observadas em outras localidades, tais como cisternas basais, sistema ventricular, 

fissura de Sylvian e medula espinhal. Diferenças em relação às manifestações clínicas são 
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observadas de acordo com a classificação utilizada e com as variações genotípicas de T. solium. 

Em alguns casos, os pacientes podem apresentar a doença em ambas as localizações (GRIPPER; 

WELBURN, 2017; GOMES; COSTA-CRUZ, 2017; CARPIO et al., 2018; DELGADO- 

GARCÍA et al., 2019). 

O parênquima cerebral é mais comumente acometido pela NCC e, geralmente, apresenta 

prognóstico mais favorável do que a extra-parenquimatosa (GRIPPER; WELBURN, 2017). As 

principais manifestações clínicas observadas nessa classificação são convulsões ou déficits 

neurológicos focais, geralmente transitórios, provavelmente devido a três fases distintas de 

evolução do parasito, nas quais o mesmo pode ser encontrado vivo (fase ativa), em início de 

degeneração (fase transicional) ou se apresentar como um nódulo calcificado quando morto 

(fase inativa) (KELVIN et al., 2011; CARPIO et al., 2018). Apesar de serem muito frequentes 

em pacientes com metacestódeos em degeneração, convulsões (principal ou única manifestação 

da cisticercose cerebral parenquimatosa) têm sido observadas em pacientes com formas 

vesiculares e também na fase inativa da doença. Lesões calcificadas características foram 

identificadas por tomografia computadorizada (TC) em aproximadamente 25%-50% dos 

indivíduos hospitalizados com convulsões em áreas endêmicas. A liberação esporádica do 

antígeno ou seu reconhecimento pelo hospedeiro causando resposta inflamatória no cérebro são 

hipóteses desenvolvidas por muitos especialistas (NASH et al., 2004; NASH et al., 2008; 

GOMES; COSTA-CRUZ, 2017; COYLE, 2019). 

O crescimento irregular das formas metacestodeas, além da carga parasitária que pode 

ser maior na NCC extra-parenquimal resulta em um prognóstico negativo da doença. A 

presença de metacestódeos nos ventrículos ou cisternas causa hidrocefalia, responsável por 

aproximadamente 30% dos casos de hipertensão intracraniana (HIC); além disso, aracnoidite e 

ependimite também podem ocasionar o acúmulo de LCR. Manifestações como anormalidades 

neurais também são relatadas na forma extra-parenquimal da doença. Devido a uma alta taxa 

de mortalidade (50%) na presença de hidrocefalia proveniente da meningite causada pela 

cisticercose, são consideradas formas malignas da NCC as localizações extraparenquimais 

(intraventricular e cisternal). O prognóstico da doença subaracnóidea é pior quando observada 

a presença da forma racemosa, que pode invadir vários espaços cerebrais e ocasionar reações 

inflamatórias graves (DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016; GOMES; COSTA-CRUZ, 2017; 

GRIPPER; WELBURN, 2017; CARPIO et al., 2018). 

A NCC espinhal é rara, contudo, os metacestódeos podem alcançar as meninges 

espinhais pelo LCR. A presença de metacestódeos no interior da medula espinhal ou o 

comprometimento extrínseco da mesma pode causar dores radiculares e fraqueza de membros 
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inferiores ou superiores (GOMES; COSTA-CRUZ, 2017; GRIPPER; WELBURN, 2017). 

1.5 Diagnóstico da neurocisticercose humana 

O diagnóstico de NCC é realizado pela combinação de achados clínicos, 

epidemiológicos, laboratoriais e de imagem (MACHADO et al., 2007; MACHADO et al., 

2013; FOGANG et al., 2015; SAKO et al., 2015). Técnicas de neuroimagem, como TC e 

ressonância magnética (RM) são métodos preferidos para o diagnóstico de NCC, pois permitem 

a visualização do parasito e do processo reacional do hospedeiro (CARPIO; ESCOBAR; 

HAUSER, 1998; AMARAL et al., 2003; MARTINS-MELO et al., 2016; GRIPPER; 

WELBURN, 2017). 

Del Brutto et al. (1996) estabeleceram um conjunto de critérios de diagnóstico para 

cisticercose humana (sistêmica e NCC) e, posteriormente, uma versão atualizada limitada ao 

diagnóstico da NCC foi proposta por Del Brutto et al. (2001). Com o objetivo de incluir 

melhorias no diagnóstico nos últimos anos e fornecer definições mais simples e funcionais, Del 

Brutto et al. (2017) publicaram uma versão revisada do conjunto de critérios de diagnóstico 

para NCC, no qual o critério absoluto para o diagnóstico da NCC inclui: a) demonstração 

histológica do parasito por biópsia de cérebro ou lesão da medula espinhal, b) visualização do 

cisticerco sub-retiniano, c) demonstração conclusiva de um escólex dentro de uma lesão cística 

em estudos de neuroimagem. A demonstração de um critério absoluto ou evidência acumulativa 

apoiando a infecção (NCC) estabelece o diagnóstico definitivo da doença (DEL BRUTTO et 

al., 2017). 

1.5.1 Neuroimagem 

Os exames de imagem (TC e RM) permitem a observação quanto à presença, tamanho, 

número, estágio e localização do parasito. Além disso, respostas imunes do hospedeiro contra 

o parasito também podem ser visualizadas (DELGADO-GARCÍA et al., 2019; GARCIA 2018). 

Na imagem, a membrana do metacestódeo é pouco visualizada e o conteúdo intravesicular 

apresenta-se semelhante ao LCR, com mínima ou nenhuma inflamação circundante quando a 

presença de parasitos intraparenquimais viáveis é constatada. Após ser detectado pelo sistema 

imune do hospedeiro, o parasito causa inflamação, sendo observado o início da degeneração do 

metacestódeo, que evolui para a forma coloidal, granular até se calcificar. (GOMES; COSTA-

CRUZ, 2017; GARCIA, 2018). A TC apresenta maior sensibilidade na detecção de 
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metacestódeos calcificados, enquanto a RM, por possuir maior poder de resolução, é 

frequentemente superior na detecção da doença no espaço extraparenquimatoso, podendo 

evidenciar melhor o escólex e os metacestódeos localizados nos ventrículos (WHITE Jr, 2000; 

RAIBAGKAR; BERKOWITZ, 2018; COYLE, 2019). 

A sensibilidade e especificidade da RM foram melhoradas pelo desenvolvimento de 

sequências tridimensionais, como FIESTA (Fast imaging employing steady-state acquisition) 

e CISS (3D constructive interferences steady state), especialmente para as formas presentes no 

espaço subaracnóideo e ventricular. O reconhecimento dos escólices em casos que não são 

visualizados com sequências convencionais é realizado por imagens ponderadas por difusão e 

FIESTA (WHITE Jr; GARCIA, 2018; COYLE, 2019). 

Os fatores econômicos restringem o acesso a neuroimagem, uma vez que esse tipo de 

exame é caro e requer recursos tecnológicos e pessoal treinado, indisponíveis na maioria dos 

países de baixa renda nos quais a NCC é endêmica; muitas vezes, apenas a TC é disponibilizada. 

Além disso, a principal população de risco é, na maioria das vezes, rural, e o alto custo dessas 

tecnologias dificulta o acesso à este tipo de diagnóstico (GARCIA; DEL BRUTTO, 2003; 

RAJKOTIA et al., 2007; GRIPPER; WELBURN, 2017; GARCIA, 2018). 

1.5.2 Ensaios imunológicos 

O imunodiagnóstico é uma ferramenta acessível, de baixo custo, que permite a detecção 

de antígenos, anticorpos e imunocomplexos em áreas endêmicas, auxiliando no diagnóstico em 

pacientes cujo perfil clínico e de imagem são compatíveis com NCC (MICHELET et al., 2011; 

CARRARA et al., 2020). Assim, imunoensaios como ELISA (Enzyme-linked immunosorbent 

assay) e immunoblotting são comumente usados para detectar anticorpos contra antígenos de 

Taenia spp. nas amostras de LCR (COSTA et al., 1982; COSTA, 1986; FLEURY et al., 2003; 

BARCELOS et al., 2005; BARCELOS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; NUNES et al., 

2010), soro (RIBEIRO et al., 2010; MANHANI et al., 2011; NUNES et al., 2013; RIBEIRO et 

al., 2014) e/ou saliva (BUENO et al., 2000a; MALLA et al., 2005; GONÇALVES et al., 2010). 

Apesar de auxiliar no diagnóstico, a detecção de anticorpos apresenta limitações. Quando 

utilizado o antígeno bruto, taxas significativas de reações cruzadas com outras infecções 

parasitárias frequentes em regiões endêmicas da cisticercose são observadas, como no caso da 

doença hidática e himenolepíase. Além disso, indivíduos de populações endêmicas podem 

apresentar reação positiva para a presença de anticorpos devido a infecções fora do SNC, por 

exposição sem infecção, por infecções resolvidas espontaneamente ou mesmo por transferência 
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passiva de suas mães (GARCIA, 2018). 

Devido a capacidade dos anticorpos de persistirem após eliminação dos parasitos, a 

detecção de antígenos é vantajosa por sua especificidade para o diagnóstico de metacestódeos 

viáveis (CARPIO et al., 2018). Ensaios ELISA baseados em anticorpos monoclonais foram 

realizados com o objetivo de detectar o antígeno parasitário, sendo observada menor 

sensibilidade na detecção de antígenos do que na de anticorpos e frequentes resultados 

negativos em indivíduos com poucas formas no cérebro (GARCIA, 2018). Ressalta-se que 

pacientes com mais de um parasito que apresentarem sorologia negativa devem ser investigados 

por diagnósticos alternativos (COYLE, 2019). Para que os resultados sejam interpretados com 

maior segurança, o emprego de dois testes imunológicos é recomendado, sendo um de elevada 

sensibilidade e outro de elevada especificidade (COSTA-CRUZ, 1995; VAZ; LIVRAMENTO, 

1996; DEL BRUTTO, 2012b). 

A detecção de imunocomplexos circulantes tem sido empregada com sucesso no 

diagnóstico de helmintos (GONÇALVES et al., 2012; FARIA et al., 2019; LOPES et al., 2019; 

CARRARA et al., 2020). Os imunocomplexos, formados pela ligação do anticorpo ao antígeno, 

representam um importante mecanismo de defesa do organismo, uma vez que impede a 

deposição de antígenos e os consequentes danos causados aos tecidos do hospedeiro por meio 

da neutralização, eliminação e inativação antigênica (BARNETT, 1986; LOPES et al., 2019). 

Sua detecção é de grande importância clínica, pois indica que existe o risco de lesões 

patológicas por deposição dos imunocomplexos, que existe um potencial de interação entre os 

mesmos e outros sistemas do hospedeiro e que a resposta humoral está em andamento 

(PHILIPS, 1989). 

1.6 Aplicação do antígeno heterólogo no diagnóstico da neurocisticercose humana 

A busca por fontes antigênicas alternativas devido à dificuldade de obtenção dos 

metacestódeos, a partir de suínos naturalmente infectados (ARRUDA et al., 2005), resultou na 

utilização de metacestódeos de Taenia saginata (OLIVEIRA et al., 2009, NUNES et al., 2010; 

OLIVEIRA et al., 2010; NUNES et al., 2013) e de Taenia crassiceps (cepa ORF) (LARRALDE 

et al., 1989; BARCELOS et al., 2001; BUENO et al., 2001; PARDINI et al., 2002; DORNY et 

al., 2003; BARCELOS et al., 2005; ESPÍNDOLA et al., 2005; SUZUKI et al., 2007; MATOS- 

SILVA et al., 2012; HAMAMOTO FILHO et al., 2015; GARCÍA-MONTOYA et al., 2016). 

T. crassiceps representa importante fonte de antígenos devido à similaridade antigênica 

previamente descrita com T. solium (GARCIA; ORDOÑEZ; SOTELO, 1995; VAZ et al., 1997; 
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BUENO et al., 2000b; ESPÍNDOLA et al., 2002; ISHIDA et al., 2003; RASSY et al., 2010; 

MORALES et al., 2011). Estudos prévios relataram a aplicação de antígenos heterólogos no 

diagnóstico imunológico da cisticercose e NCC humana (VAZ et al., 1997; VAZ, 2007; 

TOGORO; SOUZA; SATO, 2012; GARCÍA-MONTOYA et al., 2016; SILVA et al., 2017; 

CARRARA et al., 2020). 

Taenia crassiceps é um cestódeo cosmopolita pertencente à família Taeniidae, possui 

ciclo de vida de transmissão zoonótica, incluindo raposas, cães e felídeos como hospedeiros de 

sua forma adulta (FREEMAN, 1962; LESCANO; ZUNT, 2013). O parasito adulto abriga-se no 

intestino delgado, os ovos são liberados nas fezes e, posteriormente, ingeridos por roedores 

selvagens. Nos roedores, as oncosferas alojam-se nos tecidos e diferenciam-se no estágio larval 

após atravessar o epitélio intestinal (WILLMS, ZURABIAN, 2010). A localização dos 

metacestódeos em roedores é subcutânea, no músculo, sendo o estágio larval encontrado em 

camundongos, coelhos e outros roedores, que se comportam como hospedeiros intermediários 

(FREEMAN et al., 1973; WÜNSCHMANN et al., 2003) 

A raridade de infecções humanas por T. crassiceps (cepa ORF), similaridade antigênica 

com T. solium e a possibilidade de manutenção em modelo de laboratório (camundongos fêmea 

da linhagem BALB/c) permitiram a fácil manutenção experimental do parasito. A reprodução 

do estágio larval deste ocorre de forma assexuada no peritônio, onde brotam exogenamente e 

geram novos brotos fora da vesícula dos metacestódeos. (WILLMS; ZURABIAN, 2010; 

SCIUTTO; FRAGOSO; LARRALDE, 2011; LESCANO; ZUNT, 2013; GARCÍA- 

MONTOYA et al., 2016). 

A cisticercose humana causada por T. crassiceps é incomum; no entanto, a possibilidade 

de NCC humana não é completamente improvável. A transmissão humana pode estar associada 

à um cão de estimação, uma vez que acredita-se que a ingestão de água ou alimentos 

contaminados pelas fezes seja a via de transmissão para os hospedeiros intermediários 

(AROCKER-METTINGER et al., 1992; HELDWEIN et al., 2006; LESCANO; ZUNT, 2013). 

A infecção por T. crassiceps pode ocorrer em indivíduos imunocomprometidos, como pessoas 

com a síndrome da imunodeficiência adquirida (Acquired immunodeficiency syndrome – AIDS) 

ou malignidade, sendo observada principalmente nos braços, e deve ser considerada quando 

formas metacestódeas de T. solium forem descartadas. Em indivíduos imunocompetentes o 

parasito infecta os olhos, no entanto, metacestódeos subcutâneos na área paravertebral foram 

observados em um paciente (FRANÇOIS et al., 1998; HELDWEIN et al., 2006; LESCANO; 

ZUNT, 2013). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Willms%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19835660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zurabian%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19835660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arocker-Mettinger%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1513125
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1.7 Phage display 

Descrita inicialmente por Smith em 1985, phage display é uma tecnologia na qual 

peptídeos ou fragmentos de anticorpos, fusionados às proteínas do revestimento viral, são 

expressos na superfície do capsídeo de um bacteriófago (SIOUD, 2019; ZAMBRANO-MILA; 

BLACIO; VISPO, 2019). Para que a proteína codificada seja expressa na superfície do fago, 

sequências de DNA de interesse são inseridas em uma localização no genoma de bacteriófagos 

filamentosos (AZZAY; HIGHSMITH, 2002). 

Os bacteriófagos (M13, fd, T4, T7, entre outros) pertencem à família Inoviridae, que 

infectam Escherichia coli, sendo o bacteriófago M13 o fago filamentoso mais frequentemente 

utilizado, uma vez que possui grande capacidade de replicação e é capaz de acomodar amplos 

e diferentes DNAs, além disso, saem das bactérias sem lisar a célula, induzindo 

preferencialmente a produção e secreção de partículas virais pela bactéria infectada (BENHAR, 

2001; AZZAY; HIGHSMITH, 2002; SIOUD, 2019; ZAMBRANO-MILA; BLACIO; VISPO, 

2019). O vetor M13 é composto por cinco proteínas estruturais presentes no capsídeo (pIII, pVI, 

pVIII pVII e pIX) e DNA genômico circular de fita simples (ssDNA) que codifica as proteínas 

(Figura 1). 

Os peptídeos geralmente são fusionados à extremidade N-terminal das proteínas pIII (3- 

5 cópias/fago) e pVIII (2700 cópias/fago), frequentemente utilizadas para expressão por 

selecionarem ligantes de alta afinidade. Os fragmentos peptídicos variam de 6 a 43 aminoácidos 

(aa) de comprimento e as bibliotecas peptídicas são geradas pela inserção de sequências 

randômicas de DNA em um fago (SIOUD, 2019; ZAMBRANO-MILA; BLACIO; VISPO, 

2019). As novas partículas de fago são montadas no espaço periplasmático da bactéria após a 

ligação da proteína pIII ao pilus F de E. coli (BENHAR, 2001; BRÍGIDO; MARANHÃO, 

2002). 

 

Figura 1. Estrutura do fago filamentoso utilizado na técnica de phage display (ZAMBRANO- 

MILA; BLACIO; VISPO, 2019). 
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A primeira etapa para a seleção de um ligante específico é o preparo da biblioteca 

peptídica de phage display, visto que a diversidade da biblioteca e o tamanho da inserção estão 

relacionados com a probabilidade de seleção de sequências que ligarão a um determinado alvo 

(NOREN; NOREN, 2001; WU et al., 2016; MIMMI et al., 2019; ZAMBRANO-MILA; 

BLACIO; VISPO, 2019). A biblioteca peptídica de phage display pode conter 108 – 1011 

sequências únicas de aa resultantes de inserções randômicas de nucleotídeos. Um amplo e 

diversificado painel de peptídeos aleatórios pode ser obtido a partir da alteração das sequências 

de aa, viabilizando a construção de bibliotecas de enzimas, peptídeos, fragmentos de anticorpos 

ou proteínas (ARAP, 2005; KRUMPE; MORI, 2007; PANDE; SZEWCZYK; GROVER, 2010; 

ZAMBRANO-MILA; BLACIO; VISPO, 2019). 

O processo de seleção de ligantes específicos é denominado biopanning. Os 

bacteriófagos com sequências peptídicas aleatórias expressas na superfície são expostos ao 

alvo, e, os que permanecem ligados ao alvo após lavagem (alta afinidade) são amplificados em 

E. coli, transmitindo assim seu genótipo e fenótipo no próximo ciclo de seleção. São realizados 

ciclos sequenciais de biopanning, e, após cada ciclo, a avaliação do título de fagos eluídos é 

realizada. Os clones de fagos são sequenciados para identificação de suas sequências de 

aminoácidos e podem ser testados por ELISA e/ou citometria de fluxo, para a confirmação da 

especificidade do fago (MIMMI et al., 2019). 

A técnica de phage-display pode ser utilizada no estudo de várias doenças parasitárias 

(LANZILLOTTI; COETZER, 2008; COELHO et al., 2015; LEVENHAGEN et al., 2015; 

FELICIANO et al., 2014; FELICIANO et al., 2016), sendo potencialmente aplicável na 

identificação de peptídeos relevantes no diagnóstico da neurocisticercose humana (HELL et al., 

2009; RIBEIRO et al., 2010; MANHANI et al., 2011). 

1.8 Imunoglobulina Y 

As imunoglobulinas (Igs) são moléculas proteicas que consistem no principal produto 

efetor da imunidade humoral, as quais são secretadas por células plasmáticas em resposta à 

exposição a antígenos (MUNHOZ et al., 2014; AMRO; AL-QAISI; AL-RAZEM, 2018; 

PEREIRA et al., 2019). Em mamíferos, cinco classes de Igs são conhecidas: IgG, IgA, IgM, 

IgE e IgD; no entanto, apenas três classes são reconhecidas em aves: IgA, IgM e IgY 

(DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008; MUNHOZ et al., 2014). 

A IgY é o principal anticorpo presente no sangue aviário, sendo transferida para a gema 

do ovo, onde se acumula. Apesar da semelhança funcional com a IgG de mamíferos, a principal 
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diferença entre IgY e IgG é observada nas cadeias pesadas: IgY possui quatro domínios 

constantes, enquanto IgG possui três (Figura 2), o que confere à IgY maior peso molecular (180 

kDa) quando comparada com IgG (150 kDa). Devido à ausência da região de dobradiça entre 

os domínios CH1 e CH2, a IgY apresenta menor flexibilidade que a IgG. Outro fator limitante 

da flexibilidade de IgY é a presença de resíduos de glicina e prolina nas regiões CH1-CH2 e 

CH2-CH3 (MUNHOZ et al., 2014; PEREIRA et al., 2019; THIRUMALAI et al., 2019). 

Diferenças no pH em relação ao ponto isoelétrico também são observadas (IgY - pH entre 5,7- 

7,6; IgG – pH 6,1-8,5) (DÁVALOS-PANTOJA et al., 2000; THIRUMALAI et al., 2019). 

 

Figura 2. Estrutura do anticorpo IgY frente ao anticorpo IgG (MÜLLER et al., 2015). 

 

O interesse pela IgY vem crescendo devido à busca de redução e aprimoramento do uso 

de animais e de técnicas mais eficientes e econômicas. A obtenção de IgY a partir da gema de 

ovo é um método não invasivo, o custo de manutenção de uma galinha é menor do que a 

manutenção de animais como coelhos e camundongos e uma quantidade maior de anticorpos 

em comparação com outros animais é produzida (PEREIRA et al., 2019). Além disso, uma 

pequena quantidade de antígeno é necessária para o desenvolvimento de forte resposta imune. 

Outras propriedades importantes de IgY são a ausência de ligação à superfície celular, proteínas 

estafilocócica A e estreptocócica G ou fatores reumatoides, ausência de ativação do sistema de 

complemento, além de não reagirem de forma cruzada com receptores Fc de mamíferos. Assim, 

o uso dessa classe de anticorpos em ensaios imunológicos envolvendo soros de mamíferos pode 

diminuir a ocorrência dos resultados falso-positivos (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 
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2004; MÜLLER et al., 2015; THIRUMALAI et al., 2019). 

Estudos prévios têm demonstrado a aplicabilidade desses anticorpos em imunizações 

passivas de humanos e animais, testes de diagnóstico, reconhecimento antigênico de alvos e na 

neutralização de toxinas de veneno de serpente (SHIN et al., 2002; LEE et al., 2009; ARAUJO 

et al., 2010; KOVACS-NOLAN; MINE, 2012; NIE et al., 2014; DUAN et al., 2016; 

TEIMOORI et al., 2017; BORGES et al., 2018; FARIA et al., 2019; LOPES et al., 2019; 

CARRARA et al., 2020). 

Assim, devido ao importante problema de saúde pública que a cisticercose humana 

representa em áreas que apresentam condições sanitárias e políticas de saúde pública precárias, 

bem como em países desenvolvidos que recebem imigrantes de regiões onde a prevalência da 

teníase é elevada (TOGORO; SOUZA, SATO, 2012), e, levando-se em consideração que 

antígenos  de  metacestódeos  de  T.  crassiceps  substituem  eficientemente  os  antígenos  de 

metacestódeos de T. solium no imunodiagnóstico da NCC (LARRALDE et al., 1989; VAZ et 

al., 1997; SILVA et al., 2017), o presente estudo visa a produção de anticorpos IgY policlonais 

específicos anti-formas metacestódeas de T. crassiceps utilizando métodos baratos, de fácil 

reprodução e com alto grau de rentabilidade de anticorpos, para o reconhecimento antigênico 

do parasito e de imunocomplexos em amostras de soro de pacientes com NCC confirmada, além 

de serem aplicados no diagnóstico sorológico da NCC após seleção de peptídeos miméticos 

(mimotopos) de seus ligantes por phage display, objetivando o desenvolvimento de uma 

ferramenta com potencial aplicação no diagnóstico sorológico da NCC humana. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Geral 

O objetivo deste estudo foi produzir, fracionar, isolar e caracterizar anticorpos IgY 

provenientes de gemas de ovos de galinhas inoculadas com extrato salino total de formas 

metacestódeas de T. crassiceps. Os anticorpos produzidos foram aplicados no reconhecimento 

de proteínas antigênicas, de tecido do estágio larval do parasito e na detecção de 

imunocomplexos circulantes em amostras de soro de pacientes com neurocisticercose 

confirmada. Os anticorpos IgY também foram utilizados na seleção de peptídeos ligantes por 

phage display para posterior aplicação no imunodiagnóstico da NCC. 

2.2 Específicos 

• Imunizar galinhas de postura com proteínas antigênicas do extrato salino total de formas 

metacestódeas de T. crassiceps (Tc); 

• Obter e isolar os anticorpos IgY policlonais provenientes da gema de ovos de galinhas 

imunizadas; 

• Caracterizar os anticorpos IgY anti-Tc quanto à especificidade, cinética de produção e 

maturação da avidez por ELISA indireto; 

• Avaliar o reconhecimento de antígenos presentes na forma parasitária em reações de 

imunofluorescência indireta pela IgY isolada em cortes histológicos de formas metacestódeas 

de T. crassiceps; 

• Realizar o reconhecimento antigênico pelos anticorpos IgY isolados por meio de 

immunoblotting; 

• Aplicar os anticorpos IgY isolados (anti-Tc) na detecção de imunocomplexos em soros de 

pacientes com NCC confirmada; 

• Selecionar peptídeos com afinidade de ligação aos anticorpos selecionados (IgY anti-Tc e IgY 

anti-dTc) por phage display; 

• Sequenciar os fagos selecionados para aplicação no imunodiagnóstico da NCC humana; 

• Confirmar o potencial dos fagos selecionados no diagnóstico da NCC humana por meio do 

ensaio phage-ELISA.
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Aspectos éticos 

Este estudo foi realizado no Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses do Instituto de 

Ciências Biomédicas, sob orientação da Profª. Drª. Julia Maria Costa-Cruz e em parceria com 

o Laboratório de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquímica, da Universidade 

Federal de Uberlândia (UFU), sob responsabilidade do Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho. O 

manejo e a utilização dos animais foram conduzidos de acordo com as diretrizes de ética animal 

e aprovados pela Comissão de Ética na Utilização de Animais/UFU (CEUA/UFU 094/16). 

A manutenção experimental da cepa de T. crassiceps foi realizada em camundongos 

fêmea da linhagem BALB/c na Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade 

Federal de Uberlândia, sob responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz e sob 

aprovação do Comissão de Ética na Utilização de Animais/UFU (CEUA/UFU 096/14). As 

galinhas foram imunizadas e mantidas sob a responsabilidade do Prof. Dr. Álvaro Ferreira 

Júnior, médico veterinário CRMV-MG 4325, no Laboratório de Experimentação Veterinária 

do Instituto de Estudos Avançados em Veterinária José Caetano Borges da Universidade de 

Uberaba (Uniube) em Uberaba-MG. 

3.2 Obtenção dos parasitos e preparação do extrato salino total de Taenia crassiceps 

Camundongos fêmeas da linhagem BALB/c (Mus musculus) foram experimentalmente 

infectadas com formas metacestódeas viáveis de T. crassiceps (cepa ORF). Após três meses, os 

animais foram eutanasiados utilizando overdose de anestésicos (Cloridrato de ketamina 10% e 

Cloridrato de xilazina 2%) foi realizado para obtenção dos metacestódeos localizados na 

cavidade peritoneal desses animais. 

O extrato salino total de T. crassiceps foi preparado de acordo com Silva et al. (2017), 

com modificações. Aproximadamente 300 metacestódeos foram ressuspensos em solução 

salina tamponada com fosfato (PBS, 0,01 mol/L, pH 7,2, 5 mL) acrescida de inibidores de 

protease (mini-ULTRAcompleta, Roche, Mannheim, Alemanha) e rompidos em cinco ciclos 

de maceração, com a utilização de nitrogênio líquido. Posteriormente, a suspensão foi 

submetida a centrifugação, o sobrenadante colhido e a dosagem proteica realizada pelo método 

de Lowry et al. (1951). 
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3.2.1 Caracterização do extrato salino total de T. crassiceps 

 O perfil proteico do extrato salino de T. crassiceps foi analisado por meio de eletroforese 

em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), sob condições não redutoras, segundo Laemmli (1970). 

O preparo do gel foi realizado utilizando um suporte do sistema completo de cuba eletroforética 

vertical (SE 300 miniVE, EUA). Inicialmente, a preparação antigênica foi diluída em tampão 

de amostra 10x e submetida à 100 ºC por cinco minutos em banho-maria, antes da aplicação no 

gel. As proteínas foram separadas em géis de concentração 12% (tampão Tris-HCl 0,375 M 

[pH 8,8]; dodecilsulfato de sódio [SDS] 0,1M; EDTA 2 mM; acrilamida/bisacrilamida [29:1]; 

tetrametiletilenediamino [TEMED] 0,125%; persulfato de amônio [APS] 0,125%). A 

eletroforese foi conduzida em sistema completo vertical [SE 300 miniVE, Hoefer, EUA) com 

corrente contínua de 20 mA/gel e tampão de corrida Tris-glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM 

glicina, 5,5 mM SDS). 

 O marcador padrão de peso molecular (RECOM BLUE Wide Range Protein Marker, 

Real Biotech, Taiwan) foi utilizado para identificação dos pesos molares em kiloDaltons (kDa) 

das bandas polipeptídicas. O gel foi submetido ao processo de coloração com Coomassie 

Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, EUA). 

3.3 Animais 

Para a produção de anticorpos IgY policlonais, quatro galinhas de postura Gallus gallus 

domesticus da linhagem Isa Brown (25 semanas de idade) foram utilizadas. As galinhas foram 

alojadas individualmente em gaiolas de arame suspensas com água e ração ad libitum e 

divididas em dois grupos, de acordo com as imunizações: 

Grupo I – duas galinhas imunizadas com extrato salino total de formas metacestódeas de T. 

crassiceps; 

Grupo II – duas galinhas imunizadas com solução salina tamponada com fosfato (PBS). 

3.4 Produção dos anticorpos 

3.4.1 Imunizações das galinhas e coleta dos ovos 

As imunizações das galinhas para a produção de anticorpos IgY anti-T. crassiceps (anti- 

Tc) e coleta dos ovos estão demonstradas na figura 3. Todos os ovos foram identificados de 

acordo com a semana de coleta e armazenados a 4 °C. Posteriormente, as cascas foram 
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higienizadas com etanol 70%, as gemas foram lavadas com água destilada e as membranas 

vitelínicas rompidas. As gemas correspondentes à cada semana de coleta foram reunidas em 

um mesmo tubo tipo Falcon para formar o pool semanal para posterior utilização e as claras 

foram descartadas. 
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3.4.2 Precipitação dos anticorpos IgY anti-Tc por sulfato de amônio 

O fracionamento dos anticorpos IgY anti-Tc foi realizado de acordo com o método de 

diluição em água descrito por Akita e Nakai (1993), consistindo a primeira etapa na delipidação 

das gemas. O pool semanal das gemas foi diluído em água ultrapura na proporção de 1:15, o 

composto foi mantido sob agitação constante por 30 minutos a temperatura ambiente (TA) e o 

pH foi ajustado para 5,5 pela adição do tampão acetato de sódio 0,06 M (pH 4,8). A solução foi 

homogeneizada overnight em agitador magnético à 4 ºC e, após, centrifugada (800 x g, 40 min, 

4 °C). O sobrenadante foi coletado, filtrado em papel filtro e o pH foi ajustado para 7,4 por 

meio da adição de hidróxido de sódio 0,1 M. 

Após a etapa de delipidação, foi realizada a precipitação das proteínas da solução, 

adicionando-se ao volume final do sobrenadante coletado sulfato de amônio a 20% (m/v) 

(Sigma-Aldrich, EUA). A mistura foi mantida sob agitação lenta por 45 min a 4 ºC e 

posteriormente centrifugada (2000 x g, 20 min, 4 °C). O precipitado enriquecido com IgY 

fracionada (IgYf) foi recuperado e ressuspendido em PBS (na proporção de 1:10 do volume 

inicial da solução delipidizada). As IgYf foram dosadas a 280 nm em espectrofotômetro 

(Biodrop µLite, Reino Unido). 

3.4.3 Isolamento dos anticorpos IgY anti-Tc 

Para o isolamento dos anticorpos IgY anti-Tc, amostras de IgYf da sexta e oitava 

semana, selecionadas de acordo com testes preliminares, foram submetidas à cromatografia 

líquida de interação tiofílica em sistema completo ÄKTA Prime Plus (GE Healthcare, EUA). 

Os anticorpos foram lavados e concentrados com tampão fosfato de sódio 0,02 M em um 

sistema de ultrafiltração (EMD Millipore, EUA) com uma membrana com corte de 30 kDa 

(Amicon YM 30, Sigma-Aldrich Co., EUA) e, depois, foram dialisados contra uma solução de 

sulfato de potássio 0,5 M (pH 7,4). Após concentração das amostras, as mesmas foram aplicadas 

em uma coluna (HiTrap IgY Purification HP, 5 mL, GE Healthcare, EUA) previamente 

equilibrada com os tampões anteriormente mencionados (fosfato de sódio e sulfato de potássio); 

a eluição dos anticorpos foi realizada em fluxo de 1 mL/min usando um gradiente linear de 

tampão fosfato de sódio 0,02M (pH 7,5). As IgY isoladas (IgYi) foram dialisadas com água 

ultrapura e concentradas em um sistema de ultrafiltração (Amicon YM 15, Sigma-Aldrich Co., 

EUA) e a concentração das IgYi foi determinada a 280 nm (BioDrop, Reino Unido). 
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3.4.4 Confirmação da presença da imunoglobulina Y pós-isolamento 

A confirmação da presença de IgY nas amostras após o isolamento foi realizada por dot 

blot. Para tal fim, membranas de nitrocelulose de 0,45 μm (Bio-Rad Laboratories Inc., 

Alemanha) foram sensibilizadas com 10 μL de um pool das amostras isoladas, secas à TA e 

bloqueadas com PBS acrescido de Tween 20 0,05% e leite desnatado 5% (PBS- T-M 5%), por 

2 h à TA, sob agitação lenta. Posteriormente, as membranas foram lavadas seis vezes com PBS 

acrescido de Tween 20 0,05% (PBS-T). As IgYi foram detectadas pela adição de anticorpos 

IgG produzido em coelhos anti-IgY, marcados com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), na 

diluição de 20.000, em PBS-T-M 1%, e incubadas por duas horas a TA, sob agitação lenta. 

Após novo ciclo de lavagem com PBS-T, a reação foi revelada pela adição 10 mg 3,3’ – 

diaminobenzidino tetrahidrocloreto (DAB, Sigma, EUA) diluído em 15 mL de solução salina 

tamponada com Tris (TBS) e 12 μL de peróxido de hidrogênio 30% (Sigma-Aldrich, EUA). A 

interrupção da revelação foi realizada por meio da adição de água destilada. Como controle 

negativo foi utilizada albumina sérica bovina (BSA) 1% nas mesmas condições. 

3.5 Caracterização dos anticorpos IgY 

3.5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

As IgY anti-Tc pós fracionamento e isolamento foram analisadas por meio de 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), sob condições redutoras, de acordo com o 

item 3.2.1. Os anticorpos IgY (10 μg) foram diluídos em tampão de amostra (Tris- HCl 100 

mM [pH 6,8] + SDS 4% + azul de bromofenol 0,2% + glicerol 20%) com acréscimo de 2-

mercaptoetanol 5% (Sigma-Aldrich, EUA) e submetidas à 100 ºC por cinco minutos em banho-

maria, antes da aplicação no gel. 

3.5.2 ELISA indireto para avaliação da cinética de produção dos anticorpos IgY 

A cinética de produção dos anticorpos IgY anti-Tc, provenientes das gemas dos ovos, 

foi determinada por meio do teste ELISA indireto, como previamente descrito por Faria et al. 

(2019), com modificações. Ensaios preliminares foram realizados para determinar condições 

ótimas para a obtenção do ensaio com maior razão sinal/ruído. Microplacas de poliestireno de 

baixa afinidade, 96 poços (Greiner Bio-One, Austria), foram utilizadas como suporte para 
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adsorção do extrato salino total de T. crassiceps. A adsorção do antígeno foi realizada na 

concentração de 5 μg/mL a um volume final de 50 μL/poço em tampão carbonato/bicarbonato 

(0,06 M, pH 9,6), e a placa foi então incubada overnight a 4 °C. Posteriormente, os poços foram 

bloqueados com PBS-T-M 1% durante 1 h a 37 ºC. Posteriormente, as amostras de IgYf anti-

Tc (2 μg/poço) foram diluídas em PBS-T-M 1% (50 μL/poço), adicionadas em duplicata e 

incubadas por 1 h a 37 ºC. Em seguida, o anticorpo secundário, produzido em coelhos, anti-IgY 

conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) foi adicionado na diluição 1:15.000 em PBS-

T-M 1% (50 μL/poço) e incubado por 1 h a 37 ºC. A reação foi revelada pela adição de 50 

μL/poço do substrato H2O2 (Merck, Alemanha) diluído em solução cromógena de 

ortofenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich Co., EUA), preparado no momento de uso (0,005 

g de OPD + 12,5 mL de tampão citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,5 + 5 μL de H2O2 30%). Após 

incubação (10 min, TA, ao abrigo da luz) a reação foi interrompida com a adição de 25 μL da 

solução de ácido sulfúrico 2N (H2SO4 2N). Entre cada etapa da reação, os poços foram lavados 

três vezes com PBS-T. Os valores de absorbância foram determinados em filtro de 492 nm em 

um leitor de microplacas (Biotek, EUA). 

A densidade óptica (DO) média dos anticorpos provenientes do pool de gemas das oito 

semanas distintas oriundas das galinhas do grupo controle (imunizadas com PBS) foram 

utilizadas como controle negativo para estabelecer o valor do cut-off. Os resultados foram 

expressos como índice ELISA (IE) = DO/cut-off de controles negativos mais três desvios 

padrão. Valores de IE > 1,0 foram considerados positivo. 

3.5.3 ELISA avidez 

A maturação de avidez dos anticorpos IgY anti-Tc foi investigada pelo tratamento dos 

imunocomplexos formados com ureia 6M, seguida pela determinação da atividade residual 

dos anticorpos por meio de ELISA indireto. Após a etapa de incubação dos anticorpos IgY 

policlonais (quadruplicata) com o extrato salino total de T. crassiceps (5μg), uma duplicata foi 

incubada com 50 μL de solução de ureia 6 M (Synth, Brasil) diluída em PBS (pH 7,2), e a outra 

duplicata incubada com PBS-T, durante 5 min a TA. Em seguida, as placas foram lavadas seis 

vezes com PBS-T. A detecção da atividade residual foi realizada pela incubação com anticorpo 

secundário anti-IgY conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), diluído 1:15.000 em 

PBS-T-M 1%, por 1 h a 37 °C. As etapas de revelação, interrupção e determinação dos valores 

de absorbância da reação foram realizadas de acordo com o item 3.5.2. Os resultados foram 

expressos em porcentagem como índice de avidez (IA), calculado como a razão entre a 
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absorbância (Abs) obtida nos anticorpos tratados com ureia (U+) e dos não tratados com ureia 

(U-), de acordo com a fórmula: IA = Abs U+/Abs U- x 100. O índice de avidez foi considerado 

alto quando AI > 60% (CARRARA et al., 2020). 

3.5.4 Immunoblotting 

O reconhecimento de proteínas antigênicas a partir do pool de anticorpos IgYi foi 

investigado por ensaios de immunoblotting. Inicialmente, 250 μg de extrato salino total de T. 

crassiceps foram separados por SDS-PAGE em géis 12%, em condições não redutoras, 

conforme descrito no item 3.2.1. As proteínas separadas foram eletrotransferidas para 

membranas de nitrocelulose 0,45 μm (Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha), de dimensões: 8 

cm de largura x 6 cm de altura, utilizando um sistema de transferência úmido (SE 300 miniVE, 

Hoefer, EUA) com tampão de transferência (Tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol a 20%), e 

corrente contínua de 300 mA, por 1 h e 40 min. Após a eletrotransferência, as membranas foram 

coradas com Ponceau S (Sigma-Aldrich, EUA) para visualização das bandas proteicas. Em 

seguida à visualização, a membrana de nitrocelulose foi cortada em tiras de 3 mm de largura e 

bloqueada com PBS-T-M 5%, por 2 h à TA. Após o bloqueio, o pool de anticorpos IgYi anti-

Tc (20 μg), diluído em PBS- T-M 1%, foi adicionado, e incubado overnight a 4 ºC, sob agitação. 

Na sequência, as tiras foram incubadas por 2 h à TA com o anticorpo secundário anti-IgY 

conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich Co., EUA), diluído 1:5.000 em PBS-T-M 1%. O 

ensaio foi desenvolvido pela adição de 3,3’ – diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate e 

urea hydrogen peroxide tablets (DAB-Sigma Fast tablets, Sigma-Aldrich Co., EUA) diluídos 

em 5 mL de água ultrapura e interrompido pela adição de água destilada. Entre cada etapa de 

incubação, as tiras foram lavadas seis vezes com PBS-T. IgYf de galinhas pré-imunes foram 

utilizadas como controle negativo. O peso molecular relativo das bandas proteicas reconhecidas 

foi determinado pela comparação com o marcador de peso molecular padrão (Real Biotech, 

RECOMTM Blue Wide Range Prestain Marker, Banqiao, Taiwan).  

3.6 Aplicação das IgY para reconhecimento antigênico e diagnóstico sorológico 

3.6.1 Imunofluorescência 

Os ensaios de imunofluorescência foram realizados utilizando IgYi para identificar 

formas metacestódeas de T. crassiceps. Os metacestódeos foram embebidos em Tissue-Tek 
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(Sakura Finetek, Holanda) e congelados a -20 °C. Seções de 2 µm de espessura foram obtidas 

com o auxílio de um criomicrótomo (Leica CM 1850 UV, Alemanha) e os cortes foram aderidos 

em lâmina de microscopia. Após, o anticorpo IgYi anti-Tc diluído em PBS (50 µL) foi 

adicionado aos cortes histológicos na concentração de 90 µg e incubado em câmara úmida, a 

37 °C, por 30 min. Posteriormente, os cortes foram incubados com anticorpo secundário 

produzido em coelhos, anti-IgY conjugado com isotiocianato de fluoresceína (FITC, Sigma-

Aldrich, EUA) (1:100), diluído em azul de Evans 3% (Vetec, Brasil), por 30 min a 37 °C. Entre 

cada etapa da reação, os cortes histológicos foram lavados 3 vezes com PBS. A IgYi também 

foi avaliada por meio de ensaio utilizando cortes histológicos de metacestódeos de T. solium, 

nas mesmas condições. Como controle negativo, foi utilizado PBS (CARRARA et al., 2020). 

As lâminas foram montadas com glicerina tamponada (pH 9,0) e lamínulas e as imagens 

foram obtidas utilizando microscópio confocal LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Alemanha). 

3.6.2 Detecção de imunocomplexos circulantes em soros humanos 

3.6.2.1 Amostras de soros 

As amostras de soros humanos que foram utilizadas estavam disponíveis e armazenadas 

no Banco de Amostras Biológicas do Laboratório de Parasitologia da Universidade Federal de 

Uberlândia, sob responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz. A manutenção destes 

espécimes foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos/UFU 

(CEP/UFU) sob o protocolo de Nº 041/2008. A utilização dessas amostras para validação dos 

anticorpos IgY anti-Tc como ferramenta diagnóstica para a neurocisticercose foi aprovada pelo 

Comitê de Ética em Pesquisas com seres humanos/UFU (CEP/UFU; CAAE: 

65800116.4.0000.5152). 

3.6.2.2 Grupo I: amostras de soro de pacientes com diagnóstico definitivo para 

neurocisticercose 

Amostras de soro (n = 30) de pacientes com diagnóstico definitivo de NCC, de acordo 

com os critérios propostos por Del Brutto (2012a), foram utilizadas, sendo considerado como 

diagnóstico definitivo para NCC a presença de um critério absoluto ou presença de dois critérios 

principais, um critério secundário e um epidemiológico. O grupo 1 foi dividido em NCC ativa 

(n = 16), na qual os metacestódeos encontravam-se viáveis ou em degeneração precoce (estágio 
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vesicular, coloidal ou granular nodular); e NCC inativa (n = 14), na qual os metacestódeos 

encontravam-se completamente degenerados (estágio granular calcificado) (SOTELO; 

GUERRERO; RUBIO, 1985). Pacientes com a forma mista da doença foram classificados 

como portadores de NCC ativa. 

3.6.2.3 Grupo II: amostras de soros de pacientes com outras infecções parasitárias 

Foram utilizadas amostras de soro (n = 30) de pacientes mono ou poliparasitados, 

incluindo Ascaris sp. (n = 2), Echinococcus granulosus (n = 4), Entamoeba histolytica/dispar 

(n = 1), Enterobius vermicularis (n = 3), Giardia lamblia (n = 2), Ancilostomatídeos (n = 3), 

Hymenolepis nana (n = 3), Schistosoma mansoni (n = 3), Strongyloides stercoralis (n = 2), 

Taenia sp. (n = 3) e Trichuris trichiura (n = 1), Ancilostomatídeos + Ascaris sp. (n = 1), 

Ancilostomatídeos + Ascaris sp. + T. trichiura (n = 1) e H. nana + E. vermicularis (n = 1) com 

o objetivo de verificar a reatividade cruzada no ensaio imunológico utilizado. 

Todas as amostras de soro foram obtidas de indivíduos após exame parasitológico de 

fezes positivos, realizado com pelo menos três amostras fecais pelos métodos de HPJ 

(HOFFMANN; PONS; JANER, 1934) e/ou Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; 

MORAES  1948).  Os  indivíduos  foram  considerados  positivos  para  Echinococcus 

granulosus após diagnóstico positivo por ultrassonografia, tomografia computadorizada e 

sorologia e confirmação pelo exame parasitológico de fluido cístico após a cirurgia. Todos os 

casos foram submetidos a cirurgia para doença hidática. 

3.6.2.4 Grupo III: amostras de soros de indivíduos saudáveis 

Amostras de soro (n = 30) de voluntários aparentemente saudáveis, de acordo com sua 

apresentação clínica e exames imunológicos, foram utilizadas. Os indivíduos deste grupo 

tiveram três amostras fecais testadas negativamente pelos métodos parasitológicos descritos. 

Além disso, embora fossem provenientes de área endêmica de cisticercose, não apresentaram 

evidências de contato domiciliar com infecção por T. solium ou histórico de teníase ou 

cisticercose. 
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3.6.3 ELISA para detecção de imunocomplexos 

A aplicação diagnóstica da IgYi anti-Tc foi verificada por meio do imunoensaio ELISA, 

que avaliou o potencial do anticorpo na detecção de imunocomplexos circulantes em soros de 

pacientes com NCC. Inicialmente, microplacas de poliestireno, 96 poços, de alta afinidade 

(Santa Cruz Biotechnology, EUA) foram adsorvidas com 10 µg do pool de IgYi anti-Tc (50 

µL/poço), diluído em tampão carbonato-bicarbonato (0,06 M, pH 9,6), e incubadas overnight a 

4 ºC. Após incubação, amostras de soros humanos (grupos 1, 2 e 3) foram diluídas (1:200) em 

PBS-T, adicionadas em duplicata e incubadas por 45 min a 37 °C. Em seguida, o anticorpo 

secundário produzido em cabras, anti-IgG humana, Fc específico, conjugado com peroxidase 

(Sigma-Aldrich, EUA), diluído (1:2.000) em PBS- T-M 1%, foi adicionado e incubado (45 min, 

37 °C). O desenvolvimento da reação procedeu por 15 min a TA e as etapas de revelação e 

interrupção da reação foram realizadas de acordo com o item 3.5.2. Entre cada etapa da reação, 

os poços foram lavados três vezes com PBS-T. Os valores de absorbância foram determinados 

em filtro de 490 nm em um leitor de microplacas (Biotek, EUA). O cut-off foi estabelecido pela 

curva receiver operating characteristic (ROC) e os dados foram expressos em Índice ELISA 

(IE), de acordo com a fórmula: IE = DO da amostra/cut-off dos controles negativos (indivíduos 

saudáveis e infectados com outras parasitoses). Valores de IE > 1,0 foram considerados 

positivos. 

3.7 Phage display: Biopanning 

Para a seleção de peptídeos recombinantes expressos em bacteriófagos, ligantes às 

moléculas de IgYi, duas estratégias de seleção positivas foram utilizadas, sendo uma para cada 

anticorpo IgY específico a T. crassiceps: estratégia 1 – IgY anti-Tc; estratégia 2 – IgY anti-

fração detergente de T. crassiceps-dTc. O anticorpo IgY anti-dTc utilizado estava disponível e 

armazenado no Laboratório de Parasitologia da Universidade Federal de Uberlândia, sob 

responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz. A produção, obtenção e caracterização 

da IgY anti-dTc foi realizada por Carrara et al. (2020). Para a eliminação de clones que 

expressavam peptídeos inespecíficos, o anticorpo IgYi de galinha imunizada com PBS (IgYc) 

foi utilizado para a seleção negativa dos clones em ambas as estratégias e nas mesmas 

condições. Para cada estratégia, foi utilizada a biblioteca de bacteriófagos filamentosos M13 

composta por clones com peptídeos randômicos de 7 aa (Ph.D.-C7C, New England BioLabs, 

Inglaterra) flanqueados por dois resíduos de cisteína nas extremidades e fusionados na região 
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N-terminal da proteína III do capsídeo. A biblioteca utilizada apresenta 1,0 x 1011 possíveis 

combinações de resíduos de aa. 

3.7.1 Seleção negativa 

A primeira etapa de ciclos do biopanning foram realizados contra os anticorpos IgYc 

inespecíficos (seleção negativa). Microplacas de poliestireno de alta afinidade (Maxi) foram 

adsorvidas com 150 µL/poço de anticorpos IgYi (100 µg/mL), diluídos em tampão carbonato-

bicarbonato 0,1 M (pH 8,6), e incubados overnight a 4 ºC. Após adsorção dos anticorpos em 

seis poços (três poços para cada estratégia), foi realizado o bloqueio dos sítios inespecíficos, 

que ocorreu pela adição de 300 µL/poço de tampão de bloqueio (PBS 0,1 M, pH 7,4; BSA 5%), 

por 1 h a 37 °C. Em seguida, os poços foram lavados 2 vezes com 300 µL/poço de PBS-T e 

secos com papel filtro para receber 10 µL (1 x 1011) da biblioteca randômica de fagos com os 

peptídeos expressos diluídos em 150 µL de PBS, que foi adicionado no primeiro poço da 

seleção negativa (IgYc). Para evitar o ressecamento do restante dos poços durante as etapas de 

incubação, os que não continham a biblioteca de fagos foram preenchidos com 150 µL de PBS. 

Após incubação por 30 min a 37 °C, o sobrenadante contendo os fagos não ligados foram 

transferidos para o segundo poço de seleção negativa (IgYc). O fim do primeiro ciclo de seleção 

negativa ocorreu após nova etapa de incubação como descrito anteriormente. 

3.7.2 Seleção positiva 

Na seleção positiva, os ciclos de biopanning foram realizados por meio da ligação com 

os anticorpos IgY específicos (anti-Tc e anti-dTc), sendo cada estratégia independente uma da 

outra. Inicialmente, o sobrenadante resultante da última etapa de seleção negativa foi 

adicionado nos primeiros poços contendo os anticorpos específicos IgY anti-Tc e anti-dTc, e 

foram incubados por 30 min a 37 °C. Após incubação, o sobrenadante foi transferido para os 

segundos poços da seleção positiva de cada estratégia e esse processo se repetiu nas duas 

estratégias até o terceiro poço contendo os anticorpos IgY específicos. Os sobrenadantes 

contendo fagos não ligantes foram descartados e cinco lavagens com PBS-T foram realizadas. 

Em seguida, a eluição dos clones de fagos ligantes aos anticorpos IgY nos três poços do alvo de 

cada estratégia foi realizada de forma competitiva com 100 µg/mL (150 µL/poço) de tampão de 

eluição (extrato antigênico total e fração detergente de T. crassiceps usados nas imunizações 

das galinhas) por 30 min a 37 °C. O fim do primeiro ciclo de seleção de fagos ocorreu com a 
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coleta dos volumes dos três poços alvo de cada estratégia. Uma pequena quantidade (1µL) do 

eluato final dos primeiros ciclos foi titulada e a parte restante foi amplificada. O esquema do 

biopanning pode ser observado na Figura 4. 

 

Figura 4. Representação esquemática dos processos de seleção negativa e positiva por 

biopanning (ZAMBRANO-MILA; BLACIO; VISPO, 2019). 

 

3.7.3 Amplificação dos clones 

Para amplificação dos clones selecionados, 400 µL do eluato de fagos foram 

adicionados em 20 mL de meio Luria Bertani – LB (Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L 

e NaCl 5 g/L), contendo tetraciclina e uma colônia previamente isolada de E. coli (linhagem 

ER2738) em fase inicial de crescimento (DO 600 ~ 0,3). Após incubação por cerca de 5 h a 37 

°C, sob agitação, a cultura foi transferida para tubos estéreis e centrifugada (10.000 rpm, 10 

min, 4 ºC). As células residuais foram descartadas e o sobrenadante foi transferido para novos 

tubos estéreis, onde se adicionou 1/6 do volume inicial do sobrenadante de PEG/NaCl (20% 

polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl), sendo a mistura incubada overnight a 4 °C. 

Posteriormente, centrifugou-se a mistura (10.000 rpm, 15 min, 4 °C), descartou-se o 
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sobrenadante e o pellet de fagos foi ressuspendido em 1 mL de PBS. A suspensão foi precipitada 

novamente com 1/6 do volume de PEG/NaCl, durante 1 h em gelo e, logo após, centrifugada 

(14.000 rpm, 10 min, 4 °C). Na sequência, o sobrenadante foi descartado e o precipitado 

ressuspendido em 200 µL de PBS. O eluato amplificado de clones de fagos do primeiro ciclo de 

seleção foi então titulado e utilizado em dois novos ciclos de seleção nas mesmas condições 

descritas. As titulações dos eluatos foram realizadas em cada ciclo de seleção. 

3.7.4 Determinação do título dos fagos eluídos 

Titulações foram realizadas para determinar a quantidade de partículas virais na entrada 

e saída de cada ciclo do biopanning. Para todas as titulações, utilizou-se 1 µL do eluato diluído 

em 9 µL do meio de cultura LB (diluições seriadas de 10 vezes). As seguintes diluições foram 

empregadas: A) eluatos não amplificados, diluições de 101 a 104; B) eluatos após amplificação, 

diluições de 107 a 1010. Todas as diluições foram incubadas com 200 µL de meio LB com E. 

coli ER2738 amplificadas na fase mid-log (DO600 ~ 0,5) por 5 min a TA. As soluções (bactéria 

+ diluição) foram transferidas para tubos tipo Falcon contendo 3 mL de meio Agarose Top (210 

mg de Agarose, 600 mg de LB, 30 mg MgCl2) e plaqueadas em meio sólido, acrescido de IPTG 

(0,2 µL/mL), X-gal (2 µL/mL) e tetraciclina (1 µL/mL). Após incubação overnight a 37 °C, as 

colônias azuis foram contadas para a obtenção dos títulos de entrada e saída para todos os ciclos 

de seleção (número de colônias azuis multiplicado pelos fatores de diluição correspondentes) e 

os resultados expressos em UFC (unidade formadora de colônias). 

3.7.5 Validação dos clones selecionados 

As colônias isoladas dos fagos foram coletadas de uma placa de titulação proveniente 

do eluato do 3º ciclo de seleção do biopanning e transferidas para poços de placa de cultura 

(deepwell) para amplificação dos clones selecionados. Para a amplificação, foi utilizado 1,2 mL 

de cultura de E. coli (ER2738) em meio LB na fase early-log (DO 600 ~ 0,3), sendo adicionada 

uma única colônia por poço. A placa foi vedada e, após incubação overnight a 37 ºC, foi 

centrifugada a 3.700 rpm, por 50 min, a 4 ºC para precipitação das bactérias e isolamento dos 

fagos. Os sobrenadantes de cada poço (800 µL) foram transferidos para outra placa deepwell, 

e, posteriormente, 50 µL de cada poço foram utilizados no ensaio de pré-validação. 
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3.7.6 Avaliação da imunorreatividade dos clones de fagos selecionados 

Com o objetivo de identificar os clones de fagos mais relevantes em relação à sua 

especificidade, o teste ELISA foi realizado para a pré-validação de cada estratégia de seleção, 

no qual 96 clones oriundos da estratégia 1 (IgY anti-Tc) de biopanning e 96 clones da estratégia 

2 (IgY anti-dTc) foram testados em duplicata. Para avaliar a reatividade de cada clone com a 

IgY alvo de cada seleção, microplacas de poliestireno de alta afinidade (Corning Costar, Sigma-

Aldrich, EUA) foram sensibilizadas com anticorpos IgY isolados (anti-Tc e anti-dTc) nas 

mesmas condições do item 3.6.3. Após seis lavagens com PBS-T, foi realizado o bloqueio dos 

sítios inespecíficos com PBS-T- M 3% (50 µL/poço), por 1 h a 37 ºC, e, em seguida, foi realizada 

mais uma lavagem com PBS-T. Na sequência, o sobrenadante de cada clone de fago 

amplificado (50 µL/poço) foi adicionado e incubado por 1 h a 37 ºC. Um novo ciclo de lavagem 

com PBS-T foi realizado (6x, 200 µL/poço), e o anticorpo secundário anti-M13 conjugado com 

peroxidase, diluído (1:5.000) em PBS-T-M 5%, foi então adicionado. As etapas de incubação 

do conjugado, revelação e interrupção da reação seguiram as mesmas condições do item 3.5.2. 

Os clones de fagos considerados mais reativos no ensaio anterior foram avaliados em 

um novo teste ELISA com pool de amostras de soros de pacientes aleatórios pertencentes aos 

três grupos (diagnóstico definitivo para NCC, outras infecções parasitárias e indivíduos 

saudáveis). Cinco clones da estratégia 1 (IgY anti-Tc), três da estratégia 2 (IgY anti-dTc) e o 

fago selvagem (controle negativo da reação) foram adsorvidos em microplacas de poliestireno 

de alta afinidade (Corning Costar, Sigma- Aldrich, EUA), na concentração de 1 x 

1011UFC/poço diluídos em 50 µL de tampão carbonato-bicarbonato (pH 9,6). Após um ciclo 

de lavagem com PBS-T, foi realizado o bloqueio dos sítios inespecíficos com PBS-T-M 5% (50 

µL/poço) por 1 h a 37 ºC. Em seguida, um novo ciclo de lavagem foi realizado (3x, PBS-T), as 

amostras de pool de soros diluídas (1:200) em PBS-T-M 5% (50 µL/poço) foram adicionadas e 

incubadas por 1 h a 37 ºC. Os poços foram lavados seis vezes com PBS-T e o anticorpo 

secundário produzido em cabras, anti-IgG humana, Fc específico, conjugado com peroxidase 

(Sigma-Aldrich, EUA), diluído (1:2.000) em PBS-T-M 5%, foi adicionado e incubado (1 h, 37 

°C). As etapas de revelação e interrupção da reação seguiram as mesmas condições do item 

3.5.2. 
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3.7.7 Extração e sequenciamento de DNA 

Para extração do DNA dos clones, os fagos considerados mais relevantes foram 

novamente amplificados e purificados como descrito no item 3.7.5. Em seguida, após a 

transferência dos sobrenadantes para nova placa deep well, foi adicionado aos poços 125 μL de 

PEG/NaCl e incubou-se por 10 min a 4 °C. Após incubação, uma centrifugação a 3.700 rpm, 

por 1h a 4 ºC foi realizada para precipitação dos fagos. Em seguida, os sobrenadantes foram 

descartados e 100 µL de tampão iodeto (10 mM de Tris-HCl pH 8,0, 1mM de EDTA e 4 M de 

NaI) foram adicionados aos precipitados. A placa foi agitada e a precipitação do ácido nucleico 

foi realizada pela adição de 250 µL de etanol absoluto, incubados por 10 min a TA, e 

centrifugados a 3.700 rpm, por 40 min a 4 ºC. Os sobrenadantes foram descartados, os 

precipitados foram lavados com 150 µL de etanol a 70% e centrifugados novamente. O DNA 

precipitado foi então ressuspenso em 15 µL de água ultrapura, e a qualidade do DNA presente 

nas amostras foi avaliada por corrida eletroforética em gel de agarose a 0,8%. 

O sequenciamento foi realizado segundo o protocolo da empresa Myleus Biotechnology 

(Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). Para a reação de sequenciamento, 100 ng de DNA molde 

e 10 pmol do primer -96 gIII (5’-OH CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs) foram 

utilizados. 

3.8 Análise dos dados do sequenciamento por Bioinformática 

Para a tradução das sequências de nucleotídeos codificadoras dos peptídeos expressos 

na proteína III do capsídeo dos fagos selecionados foi utilizada a ferramenta translate do 

programa ExPASy (disponível em http://web.expasy.org/translate/). O programa BLAST Basic 

Local Alignment Search Tool (disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), por meio da 

ferramenta Protein blast (BLASTp), foi utilizado para comparar o grau de similaridade das 

sequências de aa identificadas dos peptídeos selecionados com as sequências de proteínas 

registradas de T. crassiceps em banco de dados. Os peptídeos identificados foram comparados 

quanto às homologias entre os mesmos pelo programa Clustal Omega (disponível em 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

 

 

 

http://web.expasy.org/translate/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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3.9 Amplificação e purificação dos clones selecionados 

Para a obtenção de volume necessário para a aplicação no ensaio imunoenzimático 

(phage-ELISA) com soros de pacientes com NCC, os clones de fagos considerados mais 

relevantes em especificidade foram amplificados. Inicialmente, foram adicionados 10 µL de 

cada clone de fago considerado relevante em Erlenmeyer contendo 200 mL de cultura de E. coli 

ER2738 em fase early-log (DO 600 ~ 0,3) adicionado de tetraciclina. As culturas foram 

incubadas overnight a 37 ºC, sob agitação (250 rpm) e, posteriormente, foram centrifugadas por 

10 min a 10.000 rpm, 4 ºC. O sobrenadante foi coletado, transferido para um novo tubo e 

adicionado de PEG/NaCl (1/6 do volume) para precipitação dos clones. Após incubação 

overnight a 4 ºC, em repouso, a solução foi centrifugada (15 min, 10.000 rpm, 4 ºC), e, ao 

precipitado, foi adicionado 1 mL de PBS. A suspensão foi transferida para microtubo de 1,5 mL 

e centrifugada por 10 min a 14.000 rpm, 4ºC. O sobrenadante foi então transferido para um novo 

microtubo, adicionado de PEG/NaCl (1/6 do volume), incubado 1 h no gelo e centrifugado por 

10 min a 14.000 rpm, 4 ºC. Ao final, foi adicionado ao precipitado 500 µL de PBS, e os fagos 

foram então quantificados em espectrofotômetro (Thermo Electron Corporation, EUA) nas 

absorbâncias de 269 e 320 nm e o resultado calculado pela seguinte fórmula: Fago/µL = 

(Absorbância 269 nm – Absorbância 320 nm) x 6 x 1011/0,7222. As suspensões quantificadas 

foram estocadas a 4 ºC, até o momento de sua utilização. 

3.10 Aplicação dos clones de fagos selecionados no imunodiagnóstico da 

neurocisticercose por phage-ELISA 

Foram obtidos 3 clones de fagos considerados relevantes (específicos) e com sequências 

de aminoácidos válidas, sendo um resultante da estratégia 1 e dois da estratégia 2. Esses clones 

foram avaliados quanto a aplicação no diagnóstico sorológico de pacientes com NCC por meio 

do teste phage-ELISA. Amostras de soros de pacientes com NCC (n = 30), com outras infecções 

parasitárias (n = 30) e de indivíduos saudáveis (n = 30) foram testadas. Dentre os pacientes com 

outras infecções parasitárias, amostras de soro de pacientes mono ou poliparasitados, incluindo 

Ascaris sp. (n = 2), E. granulosus (n = 5), E. vermicularis (n = 3), Ancilostomatídeos (n = 5), H. 

nana (n = 2), S. mansoni (n = 6), S. stercoralis (n = 6), Taenia sp. (n = 1) foram utilizadas. 

Microplacas de poliestireno de alta afinidade (Corning Costar, Sigma-Aldrich, EUA) 

foram previamente adsorvidas com cada clone selecionado e com um clone inespecífico (fago 

M13, selvagem) (1 x 1011UFC/poço), diluídos em 50 µL de tampão carbonato-bicarbonato (pH 
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9,6). Após lavagem com PBS-T, os poços foram bloqueados com 50 µL de PBS-T-M 5% por 

1 h a 37 ºC. Em seguida, três novas lavagens com PBS- T foram realizadas; as amostras de soro 

anteriormente descritas foram diluídas (1:200) em PBS-T-M 5%, adicionadas e incubadas por 

1 h a 37 ºC. Após incubação, os poços foram lavados seis vezes com PBS-T e, na sequência, o 

anticorpo secundário produzido em cabras, anti-IgG humana, Fc específico, conjugado com 

peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), diluído (1:2.000) em PBS-T-M 5%, foi adicionado e 

incubado (1 h, 37 °C). As etapas de revelação e interrupção da reação seguiram as mesmas 

condições do item 3.5.2. O resultado final foi ajustado subtraindo a DO média de três clones de 

fago M13 (selvagem) das leituras de DO dos clones de fagos específicos. Os valores de cut-off 

foram estabelecidos utilizando a DO média de três amostras não reativas mais dois desvios 

padrão. Os dados foram expressos em IE, de acordo com a fórmula: IE = DO da amostra/cut-

off dos controles negativos (DO média de três amostras não reativas mais dois desvios padrão). 

Valores de IE > 1,0 foram considerados positivos. 

3.11 Normas de biossegurança 

Todo o procedimento de coleta e manuseio das amostras de soro e reagentes, bem como 

a utilização dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de biossegurança 

descritas por Mineo (2009). 

3.12 Análise estatística 

Os valores de cut-off para o teste ELISA para detecção de imunocomplexos foi 

estabelecido utilizando a curva receiver operating characteristic (ROC). Valores diagnósticos 

de sensibilidade (Se), especificidade (Es) e área sob a curva (ASC) também foram obtidos pela 

curva ROC. Razão de probabilidade positiva e negativa (RP+/RP-) foram calculadas 

(SOPELETE, 2009). O teste one-way ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey foram 

utilizados para analisar diferenças entre os grupos na detecção de imunocomplexos. As análises 

dos dados foram realizadas utilizando o programa computacional GraphPad Prism versão 6.0 

(GraphPad Software, Inc., EUA). Foram consideradas diferenças estatisticamente significantes 

quando P < 0,05.
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Tabela 1. Concentração dos anticorpos IgY fracionados a partir do pool semanal das gemas 

dos ovos 

Semanas Período (dias) Concentração IgY (μg/ml) 

0 1-7 4.903,8 

1 8-14 3.662,8 

2 15-21 4.352,0 

3 22-28 4.258,6 

4 29-35 4.068,2 

5 36-42 5.989,4 

6 43-49 6.214,4 

7 50-56 5.604,2 

8 57-63 6.100,8 

 

4.3 Isolamento dos anticorpos IgY anti-Tc 

Os anticorpos IgY anti-Tc (sexta e oitava semanas) obtidos após o fracionamento foram 

isolados por cromatografia de interação tiofílica em sistema completo ÄKTA Prime Plus (GE 

Healthcare, EUA). Após a etapa de concentração em sistema de ultrafiltração, 1 mL dos 

anticorpos fracionados foi aplicado em cada corrida cromatográfica, resultando em 15 tubos (1 

mL/tubo) contendo os anticorpos IgY isolados (Figura 7). Os anticorpos foram novamente 

concentrados após o isolamento, as IgY isoladas das duas semanas (6ª e 8ª semanas) foram 

reunidas para formar um pool e, posteriormente, a dosagem do pool foi realizada, resultando 

em 1812,4 μg/mL. 

A confirmação da presença de IgY isolada (IgYi) foi realizada por meio de ensaios de dot-

blot, o qual permitiu a visualização da presença dessas moléculas (Figura 8). 
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4.5 Aplicação dos anticorpos IgYi anti-Tc 

4.5.1 Detecção de imunocomplexos por ELISA 

Imunocomplexos circulantes no soro, formados por anticorpos IgG e antígenos 

parasitários, foram reconhecidos por anticorpos IgYi no imunodiagnóstico da NCC pelo teste 

ELISA (Figura 13, A). Amostras de soro de pacientes com NCC (grupo I), outras infecções 

parasitárias (grupo II) e de indivíduos saudáveis (grupo III) foram testadas, e os resultados de 

positividade obtidos foram, respectivamente: 80% (24/30), 6,7% (2/30) e 0% (0/30). A 

reatividade cruzada foi observada quando utilizada amostras de pacientes infectados com E. 

granulosus. 

De acordo com o critério de corte estabelecido pela curva ROC para o ensaio, valores 

de Se e Es obtidos foram de 83,3% e 96,7%, respectivamente. A RP+ foi calculada e o resultado 

(RP+ = 25,0) indicou grande e conclusivo aumento na probabilidade que a NCC exista nos casos 

positivos; valor de RP- (RP– = 0,17) indicou moderado decréscimo na probabilidade da doença 

em casos negativos. O valor de ASC estabelecido pela curva ROC foi de 0,966 (Figura 13, B). 

As análises por one-way ANOVA mostraram diferenças significantes entre os três grupos 

analisados (F = 79,04; P < 0,0001). O pós-teste de múltiplas comparações de Tukey apresentou 

diferença estatisticamente significante na comparação dos valores de IE do grupo I (m = 1,343) 

com o grupo II (m = 0,633) (diferença média = 0,710; 0,460- 0,960, 99,9% IC) e valores de IE 

do grupo I com o grupo III (m = 0,593) (diferença média = 0,750; 0,500-1,000, 99,9% IC) (P < 

0,001). Os grupos II e III não apresentaram diferença estatisticamente significante (diferença 

média = 0,040; -0,210-0,290, 99,9% IC). 
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Figura 13. (A) Detecção de imunocomplexos por ELISA em amostras de soro de pacientes 

com neurocisticercose confirmada (GI; n = 30); pacientes com outras infecções parasitárias (GII; 

n = 30) e indivíduos saudáveis (GIII; n = 30). A linha pontilhada indica o cut-off (Índice ELISA 

> 1); as barras horizontais indicam a média e as verticais os desvios padrões; *: one-way 

ANOVA, com pós teste de Tukey (p < 0,0001). (B) Receiver operating characteristic curves 

(curva ROC) indicando no ponto de cut-off, sensibilidade (Se), especificidade (Es) e área sob a 

curva (ASC). Razões de probabilidades (RP+ e RP) foram calculados. 

E
L

IS
A

 i
n

d
e

x
 (

E
I)

G 1 G 2 G 3

0

1

2

3

A

*

*

1  -  S p e c if ic ity  (S p )

S
e

n
s

it
iv

it
y

 %
 (

S
e

)

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

c u t-o f f 0 .3 5 0

S e  8 3 .3 %  (9 5 %  C I  6 5 .2 8 -9 4 .3 6 % )

S p  9 6 .7 %  (9 5 %  C I  8 8 .4 7 -9 9 .5 9 % )

A U C  0 .9 6 6  (9 5 %  C I 0 .9 3 3 -0 .9 9 9 )

P  <  0 .0 0 0 1

L R +  2 5 .0

L R -  0 .1 7

B

 

 

 

 

 



68  

4.6 Seleção de fagos ligantes às moléculas de IgY 

Após três ciclos de seleção negativa, realizados para a eliminação dos clones que se 

ligassem à anticorpos inespecíficos; e três de seleção positiva, nos quais os clones de fagos com 

peptídeos ligantes das moléculas de IgY específicas foram eluídos e amplificados, foram 

identificados dois clones de cada estratégia de biopanning. A identificação foi realizada pelo 

teste ELISA, que permitiu a avaliação dos clones mais relevantes (específicos), e 

posteriormente pelo sequenciamento de DNA dos fagos. 

Para obter clones de fagos com maior especificidade, um aumento na pressão de seleção 

foi realizado por meio do aumento na quantidade de lavagens do 1º para o 2º e 3º ciclos de 

seleção. A titulação dos clones de fagos foi obtida pela contagem de colônias azuis (Figura 14), 

que representam a infecção das bactérias E. coli (ER2738) com os fagos M13 carregando o gene 

da β-galactosidase, demonstrando a quebra do substrato X– gal e a expressão do gene da -

galactosidase pelo fago. Os títulos de entrada (fagos amplificados) e de saída (fagos não 

amplificados) estão representados na Tabela 2. A ligação dos peptídeos dos clones de fagos aos 

anticorpos IgY inespecíficos na seleção negativa ou sua remoção durante as etapas de lavagem 

resultaram em maiores títulos de entrada do que de saída em ambas as estratégias utilizadas nos 

ciclos de biopanning. 

 

Figura 14. Titulação dos clones de fagos obtida pela contagem de colônias azuis para a 

obtenção dos títulos de entrada e saída dos ciclos de seleção. O número de colônias azuis foi 

multiplicado pelo fator de diluição correspondente. Os resultados foram expressos em UFC 

(unidade formadora de colônias). 
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Tabela 2. Títulos obtidos nos ciclos de seleção das estratégias 1 (IgY anti-Tc) e 2 (IgY anti-

dTc) por biopanning. UFC: unidade formadora de colônias. 

Estratégia/ 

Ciclos de seleção 

Número de partículas de fagos (UFC) 
 

 

Entrada Saída 

IgY anti-Tc    

1º Biblioteca Original 1 x 1011 5 x 104 

2º Fagos do 1º ciclo 1 x 1011 1 x 104 

3º Fagos do 2º ciclo 1 x 1011 1 x 104 

IgY anti-dTc    

1º Biblioteca Original 1 x 1011 4,7 x 104 

2º Fagos do 1º ciclo 1 x 1011 1 x 104 

3º Fagos do 2º ciclo 1 x 1011 1,8 x 104 

 

Para identificação dos clones de fagos mais relevantes em relação à sua especificidade 

aos alvos de seleção, 96 clones oriundos da estratégia 1 (IgY anti-Tc) e 96 clones da estratégia 

2 (IgY anti-dTc) de biopanning foram testados por phage-ELISA. No total, quatro ensaios foram 

realizados, nos quais os clones foram selecionados de acordo com os maiores valores de 

absorbância. No primeiro ensaio, realizado com sobrenadante de cada clone de fago 

amplificado, foram selecionados 9 clones (B6, C6, C11, C12, D3, D4, D7, D8 e D12) da 

estratégia 1 (IgY anti-Tc) e 3 (B1, C7 e E12) da estratégia 2 (IgY anti-dTc) (Figura 15, A e B); 

no segundo, realizado com clones de fagos purificados obtidos no primeiro ensaio, um novo 

screening foi realizado, resultando em 4 clones (C11, C12, D3, D7 e D8) da estratégia 1 (IgY 

anti-Tc) e 3 (B1, C7 e E12) da estratégia 2 (IgY anti-dTc) (Figura 16, A e B). 

Um terceiro ensaio foi realizado para avaliação dos clones selecionados quando 

empregados no reconhecimento de anticorpos IgG em pool de amostras de soro de pacientes 

com NCC confirmada (n = 7), com outras infecções parasitárias (n = 42) e de indivíduos 

saudáveis (n = 14). Os valores de absorbância resultantes dos 3 pools utilizados foram 

subtraídos com os valores obtidos quando utilizado um clone de fago inespecífico (selvagem), 

testado nas mesmas condições, o que comprovou a especificidade dos clones de fagos 

selecionados nas duas estratégias de biopanning (IgY anti-Tc e IgY anti-dTc). Uma maior 

reatividade foi observada pelos clones da estratégia 1 com o pool de amostras de soro de 

pacientes com NCC confirmada (Figura 17, A e B). 
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Figura 16. Phage-ELISA para screening dos clones de fagos purificados. (A) Clones de fagos 

selecionados da Estratégia 1 (IgY anti-Tc); (B) Clones de fagos selecionados da Estratégia 2 

(IgY anti-dTc). * = clones selecionados devido à maior especificidade aos anticorpos IgY anti-

Tc e anti-dTc. Colunas marsala e laranja representam a reatividade dos clones à IgY anti-Tc e 

anti-dTc, respectivamente (A, B). Colunas cinza representam reatividade dos clones à IgY 

controle (A, B). DO – Densidade óptica a 492 nm. 
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4.7 Extração e sequenciamento de DNA 

As etapas de extração e sequenciamento de DNA foram realizadas para os clones que 

apresentaram maior relevância nos testes de validação. O DNA dos 4 clones selecionados das 

estratégias 1 (2 clones) e 2 (2 clones) foram sequenciados. Apenas um clone da estratégia 1 

apresentou sequências de aminoácidos válidas, enquanto na estratégia 2 a validação foi 

observada em ambos (estratégia 1 – C11; estratégia 2 – C7 e E12). Nenhuma das sequências 

obtidas dos clones de cada estratégia se repetiu. 

A similaridade das sequências de aa dos peptídeos com proteínas de T. crassiceps 

(Tabela 3) e T. solium (Tabela 4) registradas no GeneBank e acessadas pelo BLAST foi 

observada em todos os clones que apresentaram sequências válidas. A representação de cores 

iguais nos aminoácidos identificados (Figura 18) indicou semelhanças bioquímicas entre os 

peptídeos, no entanto, sequências consenso nos alinhamentos não foram constatadas quando o 

programa Clustal W 2.1 foi utilizado para a análise. 

 

Tabela 3. Similaridade das sequências de aminoácidos dos peptídeos ligantes das moléculas de 

IgY com proteínas de T. crassiceps. 

 

Estratégia/ Clones 
Proteínas 

alinhadas 

Sequência  

de aa 
E-value 

Query 

cover (%) 

Total  

score 

ID 

(%) 

Número de 

acesso 

Estratégia 1 

IgY anti- 

Tc: C11 

Phosphoenolp 

yrovate 

carboxykinas e, 

parcial 

 [Taenia 

crassiceps] 

KTSPWAK 8,8 71 20,8 80 CBH36499.1 

Estratégia 2 

 IgY anti- 

dTc: C7 

Enolase 4 

[Taenia 

crassiceps] 

 

NPRIPGS 

 

0,13 

 

57 

 

16,8 

 

100 

 

AVI57698.1 

Estratégia 2  

IgY anti- 

dTc: E12 

Enolase B 

[Taenia 

crassiceps] 

 

SKAWHAY 

 

2,6 

 

57 

 

13,4 

 

75 

 

AVI57696.1 

aa (aminoácidos); ID (identidade). 
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Tabela 4. Similaridade das sequências de aminoácidos dos peptídeos ligantes das moléculas de 

IgY com proteínas de T. solium 

Estratégia/ 

Clones 

Proteínas 

alinhadas 

Sequência 

de aa 
E-value 

Query cover 

(%) 

Total 

score 

ID 

(%) 

Número 

de acesso 

Estratégia 1 

IgY anti- 

Tc: C11 

Tsol15 

[Taenia 

solium] 

KTSPWAK 3,9 57 15,1 100 ADH2958

9.1 

Phosphoenolp 

yrovate 

carboxykinase, 

parcial 

[Taenia 

solium] 

  

64 

 

71 

 

20,8 

 

80 

 

CBH3649

6.1 

Recname:  

Full= 

Sodium/potassium- 

transporting 

ATPase 

subunit alpha; 

Short = Na 

(+)/K (+) 

ATPase 

subunit alpha 

[Taenia 

solium] 

 1342 28 8,7 100 Q6RWA9

.1 

Serpin 

[Taenia 

solium] 

 1347 28 8,7 100 ATG8340

0.1 
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Tabela 4. Similaridade das sequências de aminoácidos dos peptídeos ligantes das moléculas de 

IgY com proteínas de T. solium (continuação). 

Estratégia/ 

Clones 

Proteínas 

alinhadas 

Sequência 

de aa 
E-value 

Query cover 

(%) 

Total 

score 

ID 

(%) 

Número 

de acesso 

Estratégia 2 

 IgY anti- 

dTc: C7 

Putative 

proteasome 

maturation 

protein 

[Taenia 

solium] 

NPRIPGS  

2,7 

 

71 

 

15,5 

 

80 

 

CAD2152

7.1 

Filamin, partial  

[Taenia 

solium] 

  

3,9 

 

71 

 

28,4 

 

100 

 

CAK9616

4.1 

TGTP1 

[Taenia 

solium] 

 42 71 12,5 80 AAB0591

1.1 

Cystatin 

[Taenia 

solium] 

 1941 28 8,3 100 AIM55117

.1 

Estratégia 2 

IgY anti- 

dTc: E12 

Gyceraldehyd 

e-3-phosphate 

dehydrogenas 

e[Taenia 

solium] 

SKAWHAY  

8,1 

 

42 

 

14,2 

 

100 

 

ABR2422

9.1 

Trypsin-like 

protein 

[Taenia 

solium] 

  

8,1 

 

57 

 

14,2 

 

75 

 

ADP8956

6.1 

Enolase B 

[Taenia 

solium] 

 18 57 13,4 75 AVI26383

.1 

Hypothetical 

protein 

[Taenia 

solium] 

  

142 

 

57 

 

11,2 

 

75 

 

CAD2154

5.1 

aa (aminoácidos); ID (identidade). 
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acurácia estão demonstrados na tabela 6. Valores de RP+ entre 2 e 5 indicam um pequeno 

aumento na probabilidade da doença; enquanto RP- entre 0,2 e 0,5 indicam pequeno decréscimo 

na probabilidade da doença. 

As análises por one-way ANOVA mostraram diferenças significativas entre os três 

grupos analisados quando utilizado o fago C11 (F = 31,01; p < 0,0001). O pós-teste de múltiplas 

comparações de Tukey apresentou diferença estatisticamente significante na comparação dos 

valores de IE do grupo I (média = 1,920) com o grupo II (média = 0,5033) (diferença média = 

1,417; 0,9664-1,867, 95% IC) e valores de IE do grupo I com o grupo III (média = 0,8200) 

(diferença média = 1,100, 0,6498-1,550, 95% IC) (p < 0,0001). Os grupos II e III não 

apresentaram diferença estatisticamente significante (diferença média = -0,3167, -0,7669-

0,1336, 95% IC). Diferenças significativas também foram observadas entre os grupos I e II e I 

e III quando utilizado o fago C7 (F = 22,08; p < 0,0001) e E12 (F = 14,60; p < 0,0001). O pós-

teste de múltiplas comparações de Tukey apresentou diferença estatisticamente significante na 

comparação dos valores de IE do grupo I (C7, média = 1,767; E12, média = 1,640) com o grupo 

II (C7, média = 0,7967; E12, média = 0,8367) e valores de IE do grupo I com o grupo III (C7, 

média = 0,5967; E12, média = 0,7133). Os grupos II e III não apresentaram diferença 

estatisticamente significante (C7, diferença média =  0,2000; -0,2491-0,6491, 95%  IC; E12, 

diferença  média = 0,1233,  -0,3207, -0,5674, 95% IC). 

Análises entre os três fagos utilizados das duas estratégias também foram realizadas e 

nenhuma diferença estatisticamente significante foi observada (G1, F = 0,5580; P = 0,5744; 

G2, F = 2,749; P = 0,0695; G3, F = 2,220; P = 0,1148). 
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Tabela 5. Reatividade das amostras de pacientes com outras infecções parasitárias quando 

utilizado os clones de fagos da estratégia 1 (C11) e da estratégia 2 (C7, E12). 

Amostras de soros 

      Amostras reativas (IE > 1,0) 

 

 

C11 

Clones 

 

C7 

 

 

E12 

Outras parasitoses     

Ancilostomatídeos (n = 5) - 1 1 

Ascaris sp. (n = 2) - - - 

Enterobius vermicularis (n = 3) - 2 2 

Hymenolepis nana (n = 2) 1 - 1 

Schistosoma mansoni (n = 6) 1 2 1 

Strongyloides stercoralis (n = 6) 1 4 4 

Taenia sp. (n = 1) - - - 

Echinococcus granulosus (n = 5) - - - 

Total (n = 30) 3  

(10%) 

9  

(30%) 

9  

(30%) 

    IE: Índice ELISA. 
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Tabela 6. Parâmetros diagnósticos dos clones de fagos selecionados nas duas estratégias 

analisados por ELISA. 

Clones  Valores Diagnóstico  

 Se% Es% RP+ RP- Acc% 

Estratégia 1      

C11 80 83,3 4,79 0,24 82 

Estratégia 2      

C7 66,7 78,3 3,07 0,43 74 

E12 70 75 2,8 0,40 73 

sensibilidade (Se), especificidade (Es), razão de probabilidade positiva (RP+), razão de 

probabilidade negativa (RP-), acurácia (Acc). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Os anticorpos são amplamente utilizados em pesquisa, diagnóstico e terapia devido à 

sua capacidade de se ligar a alvos específicos (GREUNKE et al., 2008; PEREIRA et al., 2019). 

A imunoglobulina da gema de ovo (IgY) é um anticorpo presente em aves, répteis, anfíbios e 

peixes pulmonados e, devido à sua importância, tem sido intensivamente estudada (AMRO; 

AL-QAISI; AL-RAZEM, 2018; PEREIRA et al., 2019). 

A resposta imune das aves é influenciada pela dose de antígeno e a utilização de 10 a 

100 μg de antígeno por mL injetado é comum. O antígeno heterólogo de T. crassiceps utilizado 

substitui de forma eficiente o de T. solium, sendo este de difícil obtenção a partir de suínos 

naturalmente infectados (SILVA et al., 2017). A concentração de anticorpos na gema do ovo 

pode ser muito aumentada por meio de inoculações de reforço e cerca de 100-200 mg de IgY 

total podem ser obtidos a partir de um único ovo, com 2-10% correspondendo à IgY 

específica (MUNHOZ et al., 2014; MÜLLER et al., 2015; PEREIRA et al., 2019), ou seja, os 

anticorpos IgY obtidos neste estudo apresentaram alto rendimento (4,9-6,1 mg/mL) após 

extração a partir do pool semanal das gemas dos ovos.  

A utilização de adjuvantes de Freund e extratos antigênicos na imunização das 

galinhas é comum (FARIA et al., 2019; LOPES et al., 2019; CARRARA et al., 2020), no 

entanto, processos inflamatórios locais e queda na produção de ovos podem ocorrer. Assim, a 

imunização em quatro pontos distintos da musculatura peitoral pode favorecer a minimização 

destes efeitos (SCHWARZKOPF; THIELE, 1996; CHALGHOUMI et al., 2008). Durante a 

experimentação animal deste estudo, nenhum processo inflamatório derivado das imunizações 

foi observado. 

Os anticorpos IgY obtidos da gema do ovo podem ser detectados cerca de 4-6 dias após 

a primeira imunização. As galinhas geralmente são imunizadas intramuscularmente no músculo 

peitoral, o que frequentemente resulta em níveis mais altos de anticorpos no 28º dia após a 

imunização. Os anticorpos específicos continuam a ser produzidos por mais de 200 dias e, na 

gema de ovo, o título de IgY permanece muito alto por um longo período (MUNHOZ et al., 2014; 

MÜLLER et al., 2015; PEREIRA et al., 2019). Neste estudo, os anticorpos IgY foram 

detectados uma semana após a primeira imunização, com altos níveis observados na sexta e 

oitava semana, corroborando com o estudo realizado por LOPES et al. (2019), no qual as 

galinhas foram imunizadas com extrato antigênico de Ascaris suum. 
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A produção de IgY permite a obtenção de anticorpos com alta afinidade e avidez 

(KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004). No entanto, sabe-se que anticorpos com baixa 

avidez são produzidos durante os estágios iniciais da resposta imune, ocorrendo aumento 

progressivo da avidez após várias imunizações em galinhas (BORGES et al., 2018). 

CARRARA et al. (2020) apresentaram dados que mostravam altos índices de avidez, variando 

de 66,1% (segunda semana) a 95,08% (oitava semana) após testarem anticorpos produzidos 

contra fração antigênica de T. crassiceps. Considerando IA > 60% como alta avidez (VILIBIC-

CAVLEK et al., 2016), valores similares foram obtidos no presente estudo, no qual índices mais 

altos de avidez foram observados variando de 65,8% a 95,8%, o que demonstra uma maior 

avidez dos anticorpos após a terceira imunização. 

Vários métodos de isolamento e purificação de IgY a partir da gema de ovo são 

relatados, e a escolha de um método específico depende da finalidade, custo dos materiais, escala 

de extração, tecnologia, aplicação final e se requer diferentes graus de purificação (MUNHOZ 

et al., 2014; PEREIRA et al., 2019). Akita & Nakai (1993) sugeriram que o procedimento mais 

eficiente e econômico para a recuperação de IgY da gema de ovo em larga escala é o método 

de diluição em água sob condições ácidas. Além disso, a cromatografia em coluna é 

frequentemente utilizada em uma etapa final após precipitação. Após cinco anos de 

armazenamento a 4 °C, a IgY isolada por afinidade mantém alta atividade (MUNHOZ et al., 

2014; PEREIRA et al., 2019). 

O pool de anticorpos IgY isolado foi aplicado em diferentes ensaios imunológicos para 

confirmação da sua especificidade por meio do reconhecimento dos alvos antigênicos. A 

aplicação de IgY em ensaios de immunoblotting e imunofluorescência tem sido relatada em 

vários estudos (FERREIRA-JUNIOR et al., 2012; BORGES et al., 2018; FARIA et al., 2019; 

LOPES et al., 2019; CARRARA et al., 2020). No presente estudo, bandas polipeptídicas nas 

regiões de 24-215 kDa foram detectadas pela IgYi anti-Tc, mostrando a especificidade desses 

anticorpos. Atenção especial deve ser dada à banda polipeptídica na região de 70 kDa, um 

importante marcador para o diagnóstico da NCC (BARCELOS et al., 2007) que foi claramente 

identificado pela IgYi. 

Tini et al. (2002) utilizaram a IgY isolada por afinidade na reação de imunofluorescência 

indireta com sucesso, o que também foi observado em nosso estudo, uma vez que a IgYi anti-

Tc foi aplicada nos cortes histológicos de metacestódeos de T. crassiceps e T. solium, resultando 

em intensa fluorescência. Além disso, a fluorescência apresentada nos cortes de tecidos de 

metacestódeos de T. solium demonstra reatividade cruzada entre os parasitos, apresentando a 

potencial aplicabilidade do IgY anti-Tc na detecção de cisticercose por T. solium. 
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A IgY mostra vantagens em vários campos da medicina, principalmente no diagnóstico. 

A reatividade cruzada em ensaios imunológicos é eliminada, uma vez que a IgY não reage com 

os receptores de mamíferos (MUNHOZ et al., 2014; ZHANG et al., 2017). Anticorpos IgY 

específicos aos parasitos Plasmodium falciparum (QU et al., 2011), Cryptosporidium parvum 

(KOBAYASHI et al., 2004), Toxoplasma gondii (FERREIRA-JÚNIOR et al., 2012), 

Schistosoma japonicum (LEI et al., 2012), Trichinella spiralis (LIU et al.,2013), T. solium 

(MANHANI et al., 2011) Strongyloides venezuelensis (FARIA et al., 2019) e A. suum (LOPES 

et al., 2019) foram relatados. 

Nesse contexto, os anticorpos IgY anti-Tc provaram ser úteis no imunodiagnóstico do 

NCC. Imunocomplexos circulantes, formados pela combinação dos anticorpos produzidos com 

determinantes antigênicos após estímulo antigênico (LOPES et al., 2019), foram detectados de 

forma eficiente pelos anticorpos IgY anti-Tc. Embora o antígeno utilizado na imunização das 

galinhas apresente proteínas solúveis e os anticorpos produzidos tenham detectado antígeno de 

membrana nos cortes histológicos, não foi observada reatividade cruzada nos pacientes com 

teníase. A sensibilidade (83,3%) e a especificidade (96,7%) alcançadas em nosso estudo são 

semelhantes às descritas previamente (CARRARA et al., 2020). Reações cruzadas no grupo II 

foram observadas em apenas duas amostras (6,7%) de pacientes infectados com E. granulosus. 

Apesar de ser um anticorpo produzido contra um extrato antigênico total (Tc), os resultados 

aqui obtidos são superiores aos obtidos por Carrara et al. (2020), nos quais a taxa de reatividade 

cruzada em amostras de pacientes infectados por outros parasitos atingiu 11,43%, sendo 

observada reatividade em pacientes infectados com E. granulosus (1/5), H. nana (1/4), S. 

mansoni (1/3) e T. trichiura (1/1) quando testados anticorpos IgY produzidos contra fração 

detergente de T. crassiceps. 

No estudo realizado por Gonçalves et al. (2012), a aplicação de anticorpos IgG 

produzidos em coelhos contra larvas filarioides (iL3) e fêmeas partenogenéticas (Fp) de S. 

venezuelensis na detecção de imunocomplexos apresentou resultados divergentes daqueles 

obtidos por Faria et al. (2019), que utilizou anticorpos IgY produzidos contra os mesmos 

estágios do parasito. No primeiro estudo, foi observada reatividade cruzada de 20% quando 

utilizada IgG anti-iL3 e de 36,67% quando utilizada IgG anti-Fp.; e no segundo, os valores 

obtidos foram de 15,56% (IgY anti-iL3) e 11,11% (IgY anti-Fp), demonstrando menor 

reatividade cruzada no diagnóstico sorológico da estrongiloidíase quando utilizados anticorpos 

IgY obtidos de gemas de ovos de galinhas. 

A busca por ferramentas que proporcionem maior sensibilidade e especificidade no 

imunodiagnóstico da NCC humana nos induziu à aplicação dos anticorpos IgY anti- Tc na 



85  

detecção de imunocomplexos circulantes em amostras de soro e à seleção de peptídeos com 

afinidade de ligação aos anticorpos IgY anti-Tc e IgY anti-dTc por phage- display. A seleção de 

peptídeos específicos pode ser uma alternativa aos antígenos totais, uma vez que elevadas 

concentrações (UFC) de fagos podem ser amplificadas para aplicação diagnóstica 

(RAMACHANDRAN et al., 1998). Os bacteriófagos podem ser utilizados na análise e 

subsequente clonagem da proteína de interesse com boa eficiência, mesmo apresentando poucos 

peptídeos recombinantes em sua superfície (GNANASEKAR; PADMAVATHI; 

RAMASWAMY, 2005). A finalidade diagnóstica de seleção de peptídeos por phage display 

tem sido demonstrada em diversos estudos (RIBEIRO et al., 2010; MANHANI et al., 2011; 

FELICIANO et al., 2014; COSTA et al., 2016; SALLES et al., 2017). 

A seleção de fagos foi realizada utilizando-se duas estratégias: estratégia 1 (IgY anti-

Tc) e estratégia 2 (IgY anti-dTc). Em ambas as estratégias de seleção, foi utilizada uma 

biblioteca de peptídeos de sete aminoácidos conformacionais (Ph.D.-C7C) expressos em fagos 

filamentosos M13. Com o objetivo de evitar possíveis casos de reatividade cruzada no 

diagnóstico sorológico, a seleção negativa de clones foi realizada com anticorpos IgY 

inespecíficos produzidos pelas galinhas. 

Após os ciclos de bioppaning, os clones de fagos foram validados pelos testes ELISA e 

selecionados de acordo com sua especificidade ao alvo. O phage-ELISA para screening dos 

clones de fagos potencialmente aplicáveis no diagnóstico sorológico da NCC humana resultou 

na seleção de quatro clones de fagos (C11 e D8, estratégia 1; C7 e E12, estratégia 2) e 

submetidos ao sequenciamento de DNA para dedução das sequências de aminoácidos. As 

sequências de peptídeos válidas (clones C11, C7 e E12) apresentaram diferentes graus de 

similaridade com proteínas de T. crassiceps e T. solium indicados pela ferramenta BLASTp. Os 

resultados de E-value indicaram se o alinhamento foi real ou ocorreu meramente pelo acaso no 

banco de dados; quanto menor o E-value, menor a probabilidade do alinhamento ocorrer ao 

acaso (AMARAL; REIS; SILVA, 2007); no entanto, maiores valores de E-value foram 

encontrados neste estudo, indicando assim maior probabilidade de alinhamento ao acaso. Os 

alinhamentos também apresentaram baixos valores de Score (< 30), demonstrando que o 

número de pareamentos perfeitos entre a sequência obtida e a presente no banco de dados foi 

pequeno. 

A identidade também foi avaliada, indicando a similaridade por meio da soma do 

número de aminoácidos idênticos e os que são diferentes na comparação, mas que apresentam 

score positivo (AMARAL; REIS; SILVA, 2007). Considerando esses parâmetros (E-value, 

Score e Identidade), melhores resultados foram apresentados pelos clones C11 (estratégia 1) e 



86  

C7 (estratégia 2). O principal alinhamento em relação ao clone C11 ocorreu com a proteína 

Tsol15 de T. solium, que pertence à família de antígenos de 45W e é conhecida por ser expressa 

na superfície das oncosferas, sendo proposta como um antígeno diagnóstico (LUNDSTRÖM et 

al., 2010). O clone C7 apresentou principal similaridade com as proteínas enolase 4 de T. 

crassiceps, putative proteasome maturation protein e filamin, partial de T. solium. A enolase é 

uma enzima glicolítica encontrada em várias espécies de helmintos (JOLODAR et al., 2003; 

BERNAL et al., 2004; MARCILLA et al., 2007; TORRE-ESCUDERO et al., 2010; LI et al., 

2015; ZHANG et al., 2015; AYÓN-NÚÑEZ et al., 2018); sua designação foi proposta como 

EnoA, EnoB, EnoC e Eno4 com o objetivo de enfatizar as isoformas não ortólogas de seus 

homólogos vertebrados (AYÓN-NÚÑEZ et al., 2018). A enzima é expressa no tegumento da 

forma metacestódea e apresenta capacidade de ativação de plasminogênio (ZHANG et al. 2015; 

AYÓN-NÚÑEZ et al., 2018), sendo recentemente descrita como uma potencial candidata a 

vacina (YANG et al., 2010; CHEN et al., 2012). A proteína de maturação putativa do 

proteossoma (putative proteasome maturation protein) é essencial para a maturação do 

complexo proteolítico do núcleo do proteassoma 20S (PIAO et al., 2019) enquanto a filamina 

(filamin) é uma proteína de excreção/secreção do metacestódeo que possui diversidade de 

ligação; é conectora de diversas proteínas responsáveis pela transdução e tradução de sinais, 

além de serem ligantes mecânicas de filamentos de actina. A filamina de S. mansoni possui alto 

potencial vacinal, uma vez que é associada ao tegumento do parasito (MOHAMED et al., 2008; 

VICTOR et al., 2013). 

Quando comparados os valores resultantes dos testes de aplicação diagnóstica (Phage-

ELISA) utilizando clones das estratégias 1 e 2, melhores parâmetros diagnósticos foram obtidos 

da seleção de clones ligantes dos anticorpos IgY anti-Tc (C11, estratégia 1). A sensibilidade 

constatada neste estudo, considerando os melhores resultados quando utilizando o clone de fago 

C11, corrobora com o estudo realizado por Ribeiro et al. (2010), que ao selecionar peptídeos 

capazes de detectar anticorpos IgG circulantes em pacientes com NCC, obtiveram sensibilidade 

de 80% quando utilizado o clone NC22. No presente estudo a sensibilidade e acurácia foram 

maiores quando utilizado o clone de fago C11, comparado com os valores obtidos por Manhani 

et al. (2011), estudo no qual peptídeos recombinantes contra IgY anti-T. solium foram 

selecionados. No entanto, uma menor especificidade é observada neste quando comparado com 

o estudo anteriormente mencionado. 

Os resultados das duas ferramentas de diagnóstico empregadas neste estudo foram 

comparados. Melhores parâmetros foram evidenciados quando anticorpos IgY isolados anti-Tc 

foram aplicados na detecção de imunocomplexos circulantes em relação ao segundo método, 
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no qual clones de fagos expressando peptídeos ligantes de moléculas de IgY anti-Tc foram 

selecionados para identificação de anticorpos IgG no imunodiagnóstico da NCC humana. Foi 

observada menor especificidade quando empregada a segunda técnica, uma vez que os 

bacteriófagos naturalmente encontrados na microbiota intestinal de trato digestivo de humanos 

resultam em resposta do sistema imunológico, o que pode ocasionar maior número de casos 

falso positivos utilizando os testes phage-ELISA (MIRZAEI; MAURICE, 2017; NAVARRO; 

MUNIESA, 2017). Além disso, resultados falso-negativos podem estar associados à casos 

assintomáticos da doença (REY, 2008) ou ainda ocorrer em casos de NCC parenquimal, como 

sugerido por ZINI; FARREL; WADEE (1990). 

A obtenção do antígeno do parasito é cada vez mais difícil devido aos progressos dos 

programas de erradicação da cisticercose. Assim, uma alternativa simples e de baixo custo em 

aplicações diagnósticas são os antígenos proteicos sintéticos (SCHEEL et al., 2005). Além 

disso, a síntese de peptídeos sintéticos produzidos a partir de sequências originadas por phage-

display seria uma alternativa para eliminação da reatividade cruzada, uma vez que resultados 

promissores foram obtidos quando esses peptídeos foram utilizados no diagnóstico de infecções 

parasitárias (NOYA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2010; FELICIANO et al., 2016; COSTA et 

al., 2017). 

Os resultados deste estudo demonstram que os anticorpos IgY anti-Tc são altamente 

específicos, apresentando eficiência e potencial aplicabilidade como ferramenta no 

imunodiagnóstico da NCC humana. Ressalva-se que este é um teste preliminar e um painel 

maior de amostras de soro deve ser avaliado para corroborar com sua eficiência. Estudos futuros 

devem ser realizados para avaliar o potencial dos anticorpos IgY anti-Tc na terapia e na 

formulação de protocolos de vacina humana e suína, bem como a aplicabilidade de peptídeos 

sintéticos produzidos a partir das sequências obtidas neste estudo por phage-display no 

imunodiagnóstico de NCC humana. 
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6. CONCLUSÃO 

 

• Galinhas imunizadas com extrato salino total de formas metacestódeas de T. crassiceps 

produziram anticorpos com alta rentabilidade, especificidade e avidez; 

• As imunoglobulinas Y anti-Tc isoladas foram eficazes como ferramenta no diagnóstico 

sorológico da NCC humana, detectando imunocomplexos circulantes em soros de pacientes que 

apresentavam a doença, diferenciando-os dos grupos de indivíduos saudáveis e de pacientes 

com outras parasitoses; 

• Os clones de fagos selecionados, ligantes de moléculas de IgY anti-Tc e anti-dTc, apresentaram 

similaridades estruturais com proteínas de T. crassiceps e T. solium e aplicabilidade no 

imunodiagnóstico da neurocisticercose humana; 

• Novos estudos utilizando os clones de fagos selecionados devem ser realizados no intuito de 

eliminar a reatividade cruzada, melhorando os resultados para o imunodiagnóstico da 

neurocisticercose humana. 
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