UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA INSTITUTO DE
CIENCIAS BIOMEDICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM IMUNOLOGIA E
PARASITOLOGIA APLICADAS

GABRIELA BORGES DA SILVA

Imunoglobulina Y anti-metacestodeo de Taenia crassiceps: ferramenta

promissora no imunodiagnéstico da neurocisticercose humana

Uberlandia
Fevereiro — 2020



GABRIELA BORGES DA SILVA

Imunoglobulina Y anti-metacestédeo de Taenia crassiceps: ferramenta

promissora no imunodiagnéstico da neurocisticercose humana

Tese apresentada ao Colegiado do Programa de P6s-
Graduagdo em Imunologia e Parasitologia
Aplicadas como requisito parcial para obtengdo do

titulo de Doutor.

Orientadora: Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz

Uberlandia
Fevereiro — 2020



Ficha Catalografica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU
com dados informados pelo(a) proprio(a) autor(a).

586  Silva, Gabriela Borges da, 1992-

2020 Imunoglobulina ¥ anti-metacestodeo de Taenia crassiceps:
ferramenta promissora no imunodiagnostico da neurocisticercose
humana [recurso eletrénico] / Gabriela Borges da Silva. - 2020.

Ornientadora: Julia Mana Costa Cruz.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Uberlandia, Pas-
graduacdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://doi.org/10.14393/ufu_te 2020 59

Inclui bibliografia.

Inclui llustracdes.

1. Imunologia. |. Cruz, Julia Maria Costa,1956-, (Orient.). 1L

Universidade Federal de Uberldndia. Pés-graduacdo em Imunologia
e Parasitologia Aplicadas. Ill. Titulo.

CDU: 12.017

Bibliotecarios responsaveis pela estrutura de acordo com o AACR2:
Gizele Cristine Nunes do Couto - CRBG/2091
MNelson Marcos Ferreira - CRB6/3074




17/02/2020 SEI/UFU - 1820751 - Ata de Defesa - Pés-Graduacio

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Coordenacdo do Programa de Pds-Graduacdo em Imunologia e Parasitologia

Aplicada
Av. Amazonas, s/n, Bloco 4C, Sala 4C218 - Bairro Umuarama, Uberlandia-MG, CEP 38400-902
Telefone: (34) 3225-8672 - www.imunoparasito.ufu.br - coipa@ufu.br

/4

ATA DE DEFESA - POS-GRADUACAO

Programa de
Pés-Graduacdo | Imunologia e Parasitologia Aplicadas
em:
Defesa de: Tese de Doutorado numero 127 do PPIPA
uatorze de fevereiro de Hora de . Hora de 18h 40min
Data: quatorze de ror 13h30mim
dois mil e vinte inicio: encerramento:
Matricula do
. 11613IPA0O6
Discente:
Nome do
. Gabriela Borges da Silva
Discente:
Titulo do Imunoglobulina Y anti-metacestddeo de Taenia crassiceps: ferramenta promissora no
Trabalho: imunodiagndstico da neurocisticercose humana
Area de
~ Imunologia e Parasitologia Aplicadas
concentragdo:
Linha de , . . . . -
. Métodos diagndsticos em doencas infecciosas e parasitdrias
pesquisa:
Projeto de
Pesquisa de Diagndstico laboratorial da cisticercose humana e veterindria
vinculacdo:

Reuniu-se no anfiteatro do bloco 4K Campus Umuarama, da Universidade Federal de
Uberlandia, presencialmente, a Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa de Pods-
graduacdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas, assim composta: Prof.(a) Dra. Heliana Batista de
Oliveira - UFG/Cataldo, Prof.(a) Dr.(a): Lucas Silva de Faria -UNIFUCAMP, Dr.(a): Juliana Silva Miranda -
ICBIM/UFU, Prof.(a) Dr.(a): Vanessa da Silva Ribeiro -ICBIM/UFU - Prof.(a) Dr.(a): Julia Maria Costa Cruz-
ICBIM/UFU orientador(a) do(a) candidato(a).

Iniciando os trabalhos a presidente da mesa, Sra. Julia Maria Costa Cruz apresentou a Comissdo
Examinadora e o candidato(a) agradeceu a presenca do publico, e concedeu ao discente a palavra para a
exposicdo do seu trabalho. A duracdo da apresentacdo do discente e o tempo de arguicdo e resposta
foram conforme as normas do Programa.

A seguir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, aos(as)
examinadores(as), que passaram a arguir o(a) candidato(a). Ultimada a arguicdo, que se desenvolveu
dentro dos termos regimentais, a Banca, em sessdo secreta, atribuiu o resultado final, considerando o(a)
candidato(a):

Aprovado(a).

Esta defesa faz parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doutor.

O competente diploma serd expedido apds cumprimento dos demais requisitos, conforme as normas do
Programa, a legislacdo pertinente e a regulamentacdo interna da UFU.

https://iwww .sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2061260&infra_siste... 1/2



17/02/2020 SEI/UFU - 1820751 - Ata de Defesa - Pés-Graduagao

Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente ata que apés lida e
achada conforme foi assinada pela Banca Examinadora.

Ei' Documento assinado eletronicamente por Julia Maria Costa Cruz, Professor(a) do Magistério
Sl L’_ﬁ Superior, em 14/02/2020, as 18:42, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 69,

pssnatura

| eletrénica § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

eii Documento assinado eletronicamente por Lucas Silva de Faria, Usuario Externo, em 14/02/2020, as
- . L’_ﬁ 18:43, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de

asunatura

| eletrénica 8 de outubro de 2015.

eii Documento assinado eletronicamente por Vanessa da Silva Ribeiro, Biélogo(a), em 14/02/2020, as
el LJ.ﬁ 18:44, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 19, do Decreto n? 8.539, de

psunatura

| eletrdnica 8 de outubro de 2015.

ei' Documento assinado eletronicamente por Juliana Silva Miranda, Técnico(a) de Laboratério, em
;ﬂmm:& L’_ﬁ 14/02/2020, as 18:45, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
| eletrénica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

eii Documento assinado eletronicamente por HELIANA BATISTA DE OLIVEIRA, Usuario Externo, em
> ’ Lj.ﬁ 14/02/2020, as 18:46, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do

assnatura

| eletrénica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

-

Referéncia: Processo n? 23117.003668/2020-59 SElI n2 1820751

https://www.sei.ufu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=2061260&infra_siste... 2/2


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

Dedicatoria

A Deus, pelo dom da vida e por me fortalecer em todos os momentos.

A minha mde, Sueli, por todo amor, incentivo e paciéncia.

“Cordel das Mdes”

“Vixe...
O cabra pode escolher muita coisa nessa vida... Ser artilheiro ou goleiro,
pedalar ou correr,
Inté o sabor das coisas a gente pode escolher!
Mas a coisa mais joiada, mais preciosa, mais arretada da vida da gente, Simplesmente ndo se
escolhe...
A MAE!
Ela que é um pedacim de Deus no méi do mundo, Um tantim assim de bravura,
e um tantdo assim de ternura.
Made é doce feito mel de rapadura, macia feito algoddao,
cheirosa feito milho na fogueira numa noite de Sdo Jodo.
Mae é pura perfeicdo, ndo tem pra que escolher.
E mesmo assim,
se eu tivesse a graca desse poder, de todas as mdes do mundo,

teria escolhido vocé!”

Brdulio Bessa

A minha familia, meu grande tesouro, por todo apoio e amor.

A vocés, minha eterna gratiddo!



Agradecimentos

A Deus, por seu amor infinito, por estar ao meu lado em todos os momentos e nunca me
abandonar. Por todas as gracas alcancadas e por todos os obstdculos superados! Por ser luz

em meio a escuriddo!

A minha mae, Sueli de F. P. B. Silva, por todo seu amor e paciéncia. Por estar sempre
ao meu lado, me apoiando, me incentivando e me ajudando a superar os obstdaculos. Por ser
calmaria quando a tempestade chega. Por acreditar sempre no meu potencial! Agradeco por
ser mais que minha mde, por ser minha melhor amiga! Vocé é e sempre serd meu melhor
exemplo! Por tudo o que vocé fez e ainda faz por mim, sem vocé esse sonho ndo se tornaria

realidade! Te amo muito!

Ao meu pai, Manoel Luis da Silva, por todo amor, carinho e valores! Agradeco a Deus
por ter me proporcionado, mesmo que por pouco tempo, uma convivéncia tdo especial com
vocé! A saudade é didria, mas as boas lembrangas confortam o coragdo! Te amo e amarei para

sempre!

A minha familia, em especial as minhas tias Joseli A. Pereira, Joana A. P. B. da Silva,
Maria A. S. Borges, e aos meus tios Marcos D. P. Borges, Marco A. Pereira, Melquesedec da

Silva, por todo apoio, amor e carinho! Amo vocés!

A minha tia Maria de Lourdes Silva (em memdria), por todo incentivo e amor! Agradeco
por tudo o que fez por mim e por ter feito parte da minha vida de forma tdo especial! Vocé

estard para sempre em meu coragdo! Te amo!



Aos meus primos, Tais M. Pereira, Tatiane C. Pereira e Fiilvio B. da Silva por todos os
abracos que confortam, por todo carinho e amor! Agradeco por serem tdo presentes em minha

vida! Vocés sdo muito especiais, amo vocés!

Aos meus avos maternos, Maria L. B. Borges (em memoria) e José P. Borges (em
memoria), por toda contribuicdo na minha educagdo, por todo amor e carinho! Vocés fazem

parte das minhas melhores lembrangas! Sempre amarei vocés!

Ao meu namorado, Thiago B. Machado, por todo amor, companheirismo e paciéncia.
Por caminhar ao meu lado e nunca soltar a minha mdo, mesmo nos momentos mais
conturbados. Por muitas vezes acreditar mais em mim do que eu mesma e sempre dizer que
tudo dard certo! Por cada abraco nos momentos de angustia! Te amo, e agradeco a Deus por

ter encontrado vocé!

A Jaira B. Machado, minha sogra querida que é como se fosse uma mde para mim!
Agradeco por sua generosidade, pelos abragos que acalentam, pela sua alegria que contagia

a todos. Ter vocé em minha vida é um presente! Te amo!

A minha orientadora, Prof” Dr” Julia Maria Costa Cruz, que continuou acreditando no
meu potencial e me permitiu crescer ainda mais como pessoa e profissional durante esses
quatro anos de doutorado. Por ser um exemplo de profissional ética! Agradeco por todo
conhecimento compartilhado, pela confianca, paciéncia e por todos esses anos de convivéncia

e amizade! Que Deus continue iluminando-a nesse novo ciclo!



Ao Prof. Dr. Alvaro Ferreira-Jinior pela parceria e todo auxilio metodolégico. Ao Prof.
Dr. Luiz Ricardo Goulart, por disponibilizar o Laboratorio de Nanotecnologia, permitindo a

execucdo de parte importante deste trabalho.

A Dra. Juliana Silva Miranda, Dra. Priscila Silva Franco e aos professores Dra.
Vanessa da Silva Ribeiro, Dr. Henrique Tomaz Gonzaga, Dr. Jair Pereira da Cunha Junior,
Dra. Heliana B. de Oliveira, Dr. Lucas Silva de Faria e Dr. Pedro T. Hamamoto Filho, pela

participacdo e sugestoes na banca de qualificacdo e defesa.

Ao Dr. Lucas Silva de Faria, pela ideia do projeto e toda ajuda referente ao mesmo.

Agradeco por todos os ensinamentos e amizade.

A Dra. Daniela da Silva Nunes, por todo ensinamento ao longo dos anos e por sempre

me incentivar. Agradeco pela confianca, paciéncia e amizade. Te amo!

A Msc. Camila A. Lopes, por todo auxilio profissional e por ser essa amiga tdo querida!
Por se fazer presente mesmo quando longe, e, assim, estar presente em todos os momentos!
Vocé é um exemplo de profissional e pessoa! Agradeco por poder contar e aprender com vocé,

e por ter vocé na minha vida! Te amo muito e sou muito grata por tudo!

Aos meus amigos do Laboratorio de Diagndstico de Parasitoses: Ana Paula Mendes
Muniz, Bruna Patricia Couto, Daniela da Silva Nunes, Edson Fernando Goulart de Carvalho,
Guilherme C. M. Paiva, Henrique Tomaz Gonzaga, Jéssica Rodrigues, José Eduardo Neto de
Sousa, Lucas Silva de Faria e Luisa Queiroz Corréa por todo conhecimento compartilhado e
auxilio. O verdadeiro significado do trabalho em equipe aprendi com vocés! Por todos os
momentos felizes compartilhados e por me ajudarem a superar os dificeis e ndo me deixarem

desistir! Conviver com vocés foi uma grande alegria! Amo vocés!



A Prof. Dra. Vanessa da Silva Ribeiro, pela sua amizade e todo apoio para a finalizacéo
deste trabalho. Por me amparar num momento tdo dificil e estar sempre disposta a ajudar. Ter
vocé como técnica do laboratorio foi um grande presente. Agradego pela paciéncia, pelos
conhecimentos transmitidos, por me fazer pensar além! Vocé é uma grande profissional,

obrigada por tudo!

A Dra. Juliana Silva Miranda, pela paciéncia e incentivo nos momentos dificeis. Pelos

ensinamentos, generosidade e disponibilidade!

A Dra. Emilia R. Vaz e ao Dr. Tafarel A. de Souza, pela paciéncia, por todo auxilio

metodologico e amizade. Agradego por tudo o que fizeram por mim!

As amigas Ariele Veronica da Silva, Karol Maira Dias, Keliane Dalpian e Lais Gabriel,

agradeco pelo apoio nos momentos dificeis e pelos momentos felizes compartilhados.

Aos funciondrios do Laboratorio de Parasitologia, em especial a Maria do Rosdrio de
Fadtima Gongalves Pires, pela paciéncia e conhecimento compartilhado. Por ser essa pessoa

tao amdvel e iluminada!

Aos colegas de pos-graduacdo, pelos momentos juntos vividos, em especial a minha
amiga lasmin A. C. Araiijo, pelos momentos de alegria compartilhados, pelas palavras de

apoio nos momentos dificeis e por sua disponibilidade em ajudar. Agradeco pela sua amizade!



Aos professores do Programa de Pos-graduacdo em Imunologia e Parasitologia

Aplicadas, pelos conhecimentos compartilhados, colaborando em minha formagdao.

A Universidade Federal de Uberlandia pela oportunidade de realizar este projeto e a

CAPES, CNPq e FAPEMIG, pelo apoio financeiro.

A todos que, de alguma forma, fizeram parte desse ciclo e contribuiram para o meu

amadurecimento profissional e pessoal, o meu muito obrigada!



“Apesar dos nossos defeitos, precisamos enxergar que somos pérolas unicas no teatro da
vida e entender que ndo existem pessoas de sucesso ou pessoas fracassadas. O que existe sdo

pessoas que lutam pelos seus sonhos ou desistem deles”.

Augusto Cury


https://www.pensador.com/autor/augusto_cury/

RESUMO

A neurocisticercose (NCC) é uma doenca tropical negligenciada e seu diagndstico continua um
desafio em vista das manifestacdes inespecificas. Técnicas de neuroimagem sao utilizadas no
diagnéstico da NCC, no entanto, devido ao alto custo desses métodos e as vantagens
apresentadas no uso de testes imunoldgicos, como facilidade de execucdo e resultados
satisfatorios, os imunoensaios sdo comumente utilizados para detectar anticorpos contra
antigenos 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 metacestodeas de 7. crassiceps. Ensaios de imunoabsorc¢io enzimética (ELISA) do
tipo indireto, ELISA de avidez, immunoblotting e imunofluorescéncia indireta foram realizados
para caracterizacao dos anticorpos IgY. O indice ELISA aumentou consideravelmente a partir
da semana quatro, com crescimento de produc¢do, e observou-se alto indice de avidez (IA); IgY
reconheceu bandas polipeptidicas imunodominantes com 24-215 kDa e ensaios de
imunofluorescéncia confirmaram o potencial de anticorpos IgY anti-T. crassiceps para
reconhecer tecidos de metacestodeos de 7. crassiceps e T. solium. A performance diagnostica
foi verificada por ELISA para a detec¢do de imunocomplexos, testando 90 amostras de soro
divididas em trés grupos: grupo 1 (n = 30), individuos com diagnéstico definitivo de NCC;
grupo 2 (n = 30), individuos com outras infec¢des parasitarias; e grupo 3 (n = 30) individuos
aparentemente sauddveis. Valores de sensibilidade (Se), especificidade (Sp), razdo de
probabilidade positiva e negativa (RP+/RP-) e drea sob a curva (ASC) foram calculados. Os
parametros diagndsticos apresentaram os seguintes resultados: Se 83,3%; Es 96,7%; RP + =
25,0; RP— = 0,17 e ASC 0,966. Para selecio de peptideos com afinidade de ligacdo aos
anticorpos IgY anti-Tc e IgY anti-dTc por phage-display, uma biblioteca de peptideos
randomicos expressados em bacteriéfagos filamentosos foi utilizada. Foram identificados trés
clones de fagos principais, sendo C11 considerado com os melhores valores diagndsticos para
deteccao de IgG no imunodiagndstico da NCC humana (C11 - Se 80%, Es 83,3%). Os
resultados deste estudo demonstram que anticorpos IgY anti-7. crassiceps apresentam potencial
aplicabilidade e podem ser utilizados como uma ferramenta promissora no imunodiagndstico

da NCC humana.

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

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 hensimmunized
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 (Al) were observed; IgY recognized
immunodominant polypeptides bands with 24-215 kDa and immunofluorescence assays
confirmed the potential of anti-7. crassiceps 1gY antibodies to recognize 7. 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-7. 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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Figura 1. Estrutura do fago filamentoso utilizado na técnica de phage display.
Figura 2. Estrutura do anticorpo IgY frente ao anticorpo IgG.

Figura 3. Imunizacdes, coleta de ovos e sangue das galinhas. ACF: adjuvante completo
de Freund; AIF: adjuvante incompleto de Freund. As galinhas foram imunizadas com
100 pg extrato salino total de T. crassiceps (GI, n = 2) e com PBS (GII, n = 2) nas
semanas 1, 3, 5 e 7. As imuniza¢des foram realizadas via intramuscular, em diferentes
pontos do musculo peitoral, nas quais um volume total de 500 pL (250 pL de Tc em
PBS + 250 pL de adjuvante completo/incompleto de Freund) foi utilizado. Os ovos
foram coletados semanalmente durante a experimentacio, com inicio uma semana antes
da primeira imunizacdo (semana 0, pré-imune). Amostras de sangue foram coletadas

semanalmente para acompanhamento da soroconversao.

Figura 4. Representacido esquemadtica dos processos de selecdo negativa e positiva por

biopanning.

Figura 5. (A) Formas metacestodeas de Taenia crassiceps utilizadas na preparacdo
antigénica; (B) Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% do extrato salino total de 7.
crassiceps utilizado nas imunizagdes das galinhas. Padrdo de peso molecular (P.M.).

kDa: kiloDalton.

Figura 6. Etapas do processo de fracionamento dos anticorpos IgY provenientes das

gemas dos ovos das galinhas.

Figura 7. Cromatograma obtido do isolamento das imunoglobulinas Y anti-Tc (6* e 8*
semanas). O pico nimero 1 corresponde a eluicdo dos anticorpos aderidos na coluna
cromatografica (tubos 35-50) e o segundo pico (2) corresponde a ovoalbumina, que foi

descartada.
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Figura 8. Ensaio dot blot para confirmacdo da presenca de IgY anti-Tc apds processo de
isolamento. (A) IgY anti-Tc isolada; (B) Controle negativo: Soroalbumina bovina (BSA

1%).

Figura 9. Eletroforese em SDS-PAGE 12%, sob condi¢des redutoras, das etapas do
processo de fracionamento e isolamento das IgY anti-Tc. G — Solugdo de gema; S1 —
sobrenadante proteico; P1 — precipitado lipidico; S2 — sobrenadante descartado pOs-
precipitacdo proteica; P2 — precipitado rico em IgY pds-precipita¢do; p— pool de anticorpos
isolados da sexta e oitava semana. PM: Padrdo de peso molecular; kDa: kiloDalton;

coloracdo por Coomassie Brilliant Blue.

Figura 10. (A) Cinética de produciao dos anticorpos IgY anti-Tc obtidos das gemas dos ovos
(*) e dos soros (#) das galinhas. A linha pontilhada indica o cuz-off (Indice ELISA > 1);
semana 0 = Pré-imunizacdo; * = imunizagdes. Ensaio de avidez (B) dos anticorpos IgY anti-
Tc fracionados obtidos das gemas dos ovos, tratados com ureia 6 M. Indice de avidez foi

considerado alto quando Al > 60%; * = imunizacdes.

Figura 11. Aplicacdo de anticorpos IgYi anti-Tc na detec¢do de polipeptideos antigénicos
do extrato total de 7. crassiceps por Immunoblotting. (A) pool de 1gYi; (B) semana pré-

imune. P.M.: Padrio de peso molecular; kDa: kiloDalton.

Figura 12. Imunofluorescéncia indireta em cortes histolégicos de metacestodeos de 7.
crassiceps e T. solium utilizando IgYi anti-Tc. (A): anti-IgY conjugado com isotiocianato
de fluoresceina (FITC); (B): Contracoloracio com azul deEvans; (C): das colunas A

com a B.
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Figura 13. (A) Deteccao de imunocomplexos por ELISA em amostras de soro de pacientes
com neurocisticercose confirmada (GI; n = 30); pacientes com outras infec¢des parasitarias
(GII; n = 30) e individuos sauddveis (GIII; n = 30). A linha pontilhada indica o cut-off
(Indice ELISA > 1); as barras horizontais indicam a média e as verticais os desvios
padrdes; *: one-way ANOVA, com po6s teste de Tukey (p < 0,0001). (B) Receiver operating
characteristic curves (curva ROC) indicando no ponto de cut-off, sensibilidade (Se),
especificidade (Es) e drea sob a curva (ASC). Razdes de probabilidades (RP+ e RP) foram

calculados.

Figura 14. Titulacdo dos clones de fagos obtida pela contagem de colOnias azuis para a
obtencao dos titulos de entrada e saida dos ciclos de selecao. O nimero de colonias azuis
foi multiplicado pelo fator de dilui¢do correspondente. Os resultados foram expressos em

UFC (unidade formadora de coldnias).

Figura 15. Phage-ELISA para andlise da reatividade dos clones de fagos obtidos apds os
ciclos de biopanning. (A) Clones de fagos obtidos da Estratégia 1 (IgY anti-Tc); (B) Clones
de fagos selecionados da Estratégia 2 (IgY anti-dTc). * = clones selecionados devido a
maior reatividade. Colunas marsala e laranja representam a reatividade dos clones a IgY
anti-Tc e anti-dTc, respectivamente (A, B). Colunas cinza representam reatividade dos

clones a IgY controle (A, B). DO — Densidade 6ptica a 492 nm.

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 a maior especificidade aos
anticorpos IgY anti-Tc e anti-dTc. Colunas marsala e laranja representam a reatividade dos
clones a IgY anti-Tc e anti-dTc, respectivamente (A, B). Colunas cinza representam

reatividade dos clones a IgY controle (A, B). DO — Densidade 6ptica a 492 nm.
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Figura 17. Phage-ELISA para screening dos clones de fagos selecionados para o
diagnostico soroldgico da NCC humana. Foram utilizados pool de soros aleatorios de
pacientes com NCC confirmada, pacientes saudaveis e pacientes com outras infeccdes
parasitdrias. Um clone de fago selvagem (irrelevante) foi utilizado como controle. (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 a maior

especificidade aos anticorpos IgY anti-Tc e anti-dTc. DO — Densidade 6ptica a 492 nm.

Figura 18. Andlise das sequéncias de aminoécidos obtidas em multiplos alinhamentos
para a identificacdo de regides conservadas ou motivos comuns entre os peptideos
selecionados pelo programa Clustal W 2.1. A: clone C11 (estratégia 1 - IgY anti-Tc),
B: clone C7 (estratégia 2 - IgY anti-dTc) e C: clone E12 (estratégia 2 - IgY anti-dTc).

Figura 19. Detec¢ao de IgG anti-Taenia sp. por ELISA utilizando clones de fagos
selecionados da estratégia 1 (A, C11) e da estratégia 2 (B, C7; C, E12). Amostras de
soro de pacientes com NCC confirmada (GI; n = 30); pacientes com outras infec¢cdes
parasitdrias (GII; n = 30) e individuos saudaveis (GIII; n = 30) foram testadas. A linha
pontilhada indica o cut-off (fndice ELISA > 1). As barras horizontais indicam a média

e as verticais os desvios padroes.
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1. INTRODUCAO
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 relagdo ao parasitismo
humano, os cestédeos mais frequentemente encontrados pertencem a familia Taenidae, na qual
as espécies T. solium e T. saginata (Goeze, 1782) e potencialmente Taenia asiatica sao
ressaltadas (EOM; RIM, 1993; DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016; GRIPPER; WELBURN,
2017).

A ingestdo de carnes ou visceras de suinos ou carne bovina, cruas ou malcozidas,
infectadas com formas larvdrias vidveis de Taenia sp. denominadas metacestddeas, sdo a causa
de teniase no hospedeiro humano (GALAN—PUCHADES; FUENTES, 2013; DA SILVA;
TAKAYANAGUI, 2016; WHITE Jr; GARCIA, 2018). A forma metacestédea 7. solium é
composta de uma membrana vesicular preenchida com liquido claro, contendo no seu interior
um escélex invaginado com quatro ventosas, rostro armado e duas fileiras de ganchos; a de T.
saginata apresenta as mesmas caracteristicas morfoldgicas, exceto pela auséncia de rostro. O
metacestddeo ingerido pelo hospedeiro definitivo (homem) € estimulado por enzimas
digestivas, causando a evaginacdo do escélex, que se fixa na mucosa do intestino delgado e
desenvolve-se na forma adulta. O parasito adulto das espécies do género Taenia € dividido em
escolex ou cabeca, colo ou pescoco e estrobilo ou corpo. A espécie Taenia solium apresenta
comprimento médio de 1,5 a 4 metros, e seu crescimento ocorre a partir da proliferacdo de
células no colo/pescoco, que se estende em segmentos denominados proglotes (DA SILVA;
TAKAYANAGUI, 2016; GRIPPER; WELBURN, 2017; COYLE, 2019), que encontram-se em
diferentes estdgios de desenvolvimento (jovens, madura e grdvidas), além de possuirem
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 gravidas
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
contaminagdo fecal pela ingestdo acidental de ovos vidveis de T. solium (DA SILVA;
TAKAYANAGUI, 2016; GARCIA, 2018). Os ovos sdo esféricos, medem cerca de 30 um de
diametro, internamente sao constituidos pelo embridao hexacanto ou oncosfera e, um envoltério

denominado embri6foro forma sua parte externa; além disso, sua morfologia € indistinguivel
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entre as espécies de Taenia (DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016). No intestino delgado, as
oncosferas sdo ativadas e liberadas, penetram a vilosidade com auxilio dos ganchos e invadem
os vasos sanguineos, disseminando-se para vdrios tecidos, incluindo olhos, tecido subcutaneo,
musculo e cérebro (DEL BRUTTO, 2012b; GRIPPER; WELBURN, 2017; COYLE, 2019). A
infeccdo humana pode ocorrer por trés mecanismos distintos: autoinfec¢do externa — por meio
de maos contaminadas de portadores de 7. solium que eliminam proglotes e ovos ou pela
coprofagia; autoinfec¢do interna — pela presenca de proglotes gravidas ou ovos de 7. solium que
regressam para o estdbmago por meio de vomitos ou movimentos retroperistalticos do intestino,
no estbmago vao ser ativados, desenvolvendo o ciclo auto-infectante ao voltarem para o intestino
delgado; heteroinfeccdo — pela ingestdo de alimentos (verduras) ou dgua contaminados com
ovos de T. solium provenientes das dejecdes de outro individuo portador (TAKAYANAGUI,
LEITE, 2001; DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016).

Devido as modificagdes anatomicas e fisiolégicas, os metacestddeos podem ser
encontrados em diferentes estdgios: i) estdgio vesicular, no qual o cisticerco apresenta uma
vesicula translicida, com liquido incolor no seu interior e escllex preservado, podendo
permanecer por alguns anos nesse estagio; i1) estagio coloidal, onde sinais de deterioracdo do
escOlex sdo observados e o liquido vesicular torna-se turvo devido a incapacidade de controle
da resposta imune pelo parasito; iii) estagio granular, em que ocorre espessamento da membrana
e mineralizagdo do escélex e iv) estdgio 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 saude publica no mundo, com ampla prevaléncia em paises de baixa renda,
incluindo Africa Subsaariana, Asia e América Latina (MARTINS-MELO et al., 2016;
TELLEZ-ZENTENO; HERNANDEZ-RONQUILLO, 2017). Regides que apresentam
saneamento precdrio, onde também a inspecdo veterindria da carne € restrita e a criacdo
extensiva de suinos € praticada, sdao endémicas para a infeccdo (PRASAD et al., 2011;
CARABIN; WINKLER; DORNY, 2017). Segundo legislagdes vigentes na maioria dos paises,
os suinos infectados devem ser condenados por veterindrios, no entanto, as carcagas infectadas
sdo, muitas vezes, comercializadas e consumidas, uma vez que hé falta de inspecdo veterindria

(ASSANA et al., 2013).
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Com base na variedade de dados disponiveis sobre prevaléncia de epilepsia, estima-se
que 2,56-8,30 milhdes de pessoas sdo acometidas pela NCC, considerando os casos
assintomdticos e sintomdticos (WHO, 2019). Em regides endémicas para 7. solium,
aproximadamente 30% das convulsdes sdo resultantes de paciente sintométicos portadores de
NCC, embora a maioria dos casos seja assintomético (GARCIA, 2018). Além disso, T. solium
foi identificada como principal causa de mortes por doengas transmitidas por alimentos em
2015, o que resultou em 2,8 milhdes de anos de vida ajustados por incapacidade (DALYSs)
(WHO, 2019), calculados pela soma dos anos de vida perdidos devido a mortalidade prematura
na populagdo e dos anos perdidos por incapacidade para pessoas que vivem com a condi¢aode
saude ou suas consequéncias (WHO, 2020).

O aumento da incidéncia de NCC em paises de alta renda esta atribuida ao aumento das
taxas de imigracdo, e vem sendo observada particularmente nos EUA, Canadd e Europa
(SORVILLO et al., 2011; COYLE et al., 2012; GRIPPER; WELBURN, 2017). As regides sul
e sudoeste dos EUA apresentam maiores taxas de NCC, uma vez que possuem grande nimero
de imigrantes, oriundos da América Central e da América do Sul (CHO, 2018). Nesses paises,
a inexperiéncia em lidar com essas infec¢Oes parasitdrias € um agravo no risco de propagagao
do parasito (GRIPPER; WELBURN, 2017).

O ndmero de formas metacestédeas varia de acordo com a localidade, uma vez que,
geralmente, multiplos metacestddeos vidveis sao observados no cérebro de pacientes em regides
endémicas, especialmente na América Latina, porém na India, a visualizacio de uma tnica e
degenerada forma € mais comum (SINGH et al., 2010; CHO, 2018).

Embora haja iniciativas para determinar a ocorréncia de NCC em paises endémicos e
em nacdes desenvolvidas, os dados para avaliacao precisa da distribuicao e transmissdo da NCC
sdo escassos, apesar do impacto global da doenca (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
endémica particularmente nas regides sudeste, sul e centro-oeste, e apresenta taxa média anual
de 0,82 6bitos/1.000.000 habitantes, sendo a taxa de mortalidade geral ajustada por idade de
0,97 6bitos/1.000.000 habitantes. Na regido do Triangulo Mineiro (estado de Minas Gerais),
uma provavel endemicidade de cisticercose foi observada segundo estudo de SILVEIRA-
LACERDA et al. (2002), o qual constatou soroprevaléncia em Araguari (13,5%), Tupaciguara
(5,0%), Monte Alegre (4,8%), e Uberlandia (4,7%). O municipio de Jatai, no sudoeste de Goids,
também foi caracterizado como 4rea endémica para a doenca, apresentando soroprevalénciade

13,8%, (GUARDA; COSTA-CRUZ; BARCELOS, 2018). A ocorréncia da NCC ¢
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provavelmente subestimada, uma vez que a notificagdo compulséria da doenca ndo €
obrigatdria e apenas alguns estados (Santa Catarina, Parand, Minas Gerais e Mato Grosso do
Sul) e 0o municipio de Ribeirdo Preto implementaram programas de controle (TAKAYANAGUI
et al., 1996; TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; AGAPEJEV, 2003; MARTINS-MELO et al.,
2016).

1.3 Resposta imunoldgica do hospedeiro

Na NCC, uma importante rea¢do inflamatéria é associada a doenca e sua intensidade
depende principalmente do estdgio de desenvolvimento dos metacestédeos (CARPIO et al.,
2018). Assim, quando o parasito se encontra no estagio vesicular, a rea¢ao inflamatdria ao seu
redor € escassa, enquanto intenso infiltrado inflamatério é observado no estdgio coloidal, com
predominancia de resposta inflamatéria Th1l (IL-2, IL-6, IL-12, TGF-f e IFN-y). No estagio
granular, citocinas do perfil Thl (IFN-y, IL-18 e TGF-f) e Th 2 (IL-4, IL-13 e IL-10) sdo
encontradas, e quando o metacestddeo se torna um ndédulo calcificado, intensa gliose astrocitica
ao seu redor é constatada (FLEURY ef al., 2016).

Diferencas entre a resposta inflamatéria na NCC intra e extraparenquimal sdo
observadas: a resposta imunoldgica é menos eficaz quando a doenca € localizada fora do
parénquima, visto que na NCC parenquimal o metacestédeo estd em contato com as células
imunes locais e circundado pelo tecido cerebral (CARPIO, 2018). Um perfil de citocinas pré-
inflamatérias periféricas mediado por IFN-y, IL-12 e IL-1f estd associado com NCC
parenquimatosa, enquanto a doenga subaracndidea estd associada com aumento de IL-14, IL-6
e TNF-a (CHAVARRIA er al., 2005; GONGORA-RIVERA et al., 2008; GONZALES;
RIVERA; GARCIA, 2016).

Um papel importante na limitagdo da resposta inflamatéria no SNC é provavelmente
desempenhado pelas populagdes de células T reguladoras (Treg), bloqueando a inflamagao pela
producdo de IL-10 e pelo contato célula a célula com células dendriticas, visto que as células
Treg parecem estar expandidas nas infec¢des por cisticercose (VIGNALI; COLLISON;
WORKMAN, 2008; ARCE-SILLAS et al. 2015; TUERO et al., 2015; GONZALES; RIVERA;
GARCIA, 2016).

A proliferacdo de linfocitos B murinos induzidos por extratos de tecido de 7. solium
sugerem que, in vivo, o parasito tem um efeito policlonal nos linfécitos B do hospedeiro
(WILLMS, 2008). Segundo estudo realizado por CHAVARRIA et al. (2005), existe relacio

entre a gravidade clinica 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 doencga, niveis mais
altos de 1L-5, IL-10, IgGl1, 1gG2, IgG3 e IgE foram observados nos que apresentavam NCC
grave. As imunoglobulinas IgG, IgM, IgA e IgE, induzidas pelo antigeno parasitdrio, sdo
encontradas em elevada concentracdio 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 niveis superiores as demais classes de
imunoglobulinas (COSTA et al., 1982; BUENO et al., 2000a; PARDINI et al., 2002). Niveis
elevados de anticorpos foram correlacionados com a forma maligna da doenga (DA SILVA;
TAKAYANAGUI, 2016).

A forma metacestddea é capaz de sobreviver durante anos por meio de alguns
mecanismos de escape da resposta imune, tais como inibicao do componente C1q pela acio da
paramiosina e inibi¢do das vias cléssica e alternativa do complemento pela taenistatina. Além
disso, a taenistatina inibe a resposta celular por aparentemente interferir na proliferacdo de
linfécitos e na fungdo dos macréfagos (DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016). A destrui¢do do
cisticerco causa a liberacio de grandes quantidades de citocinas, e, portanto, os efeitos
patologicos, bem como a atividade epileptogénica, devem-se a resposta inflamatoria (SOTELO;

MARIN, 1987; GARCIA; RODRIGUEZ; FRIEDLAND, 2014; MOURA et al., 2015).
1.4 Aspectos clinicos da neurocisticercose humana

Conhecida por suas varidveis manifestacdes clinicas, a NCC é a doenga parasitdria mais
comum do sistema nervoso central humano (SNC). Sua natureza pleomorfica pode ser atribuida
as caracteristicas do parasito (nimero, estdgio e localizacido) e do hospedeiro (idade, sexo e
genética). No controle das interagdes imunes, o estidgio de desenvolvimento do parasito é
importante; o inicio de respostas imunes contra o metacestddeo degenerativo estd geralmente
associado ao desenvolvimento dos sintomas, no qual um perfil clinico correspondente é
observado (GRIPPER; WELBURN, 2017, DELGADO-GARCIA et al., 2019).

Apesar desses fatores influenciarem a diversidade das manifestacdes da doenca, a
localizacdo dos metacestddeos €, provavelmente, o fator mais importante na explicacdo da
heterogeneidade do quadro clinico. A capacidade de localizacdo do parasito em diversas areas
do SNC permitiu a classificacdo da doenca em NCC parenquimatosa, na qual o parénquima
cerebral ou sulcos de convexidade estdo envolvidos; e NCC extra-parenquimatosa, na qual as
formas sdo observadas em outras localidades, tais como cisternas basais, sistema ventricular,

fissura de Sylvian e medula espinhal. Diferencas em relacdo as manifestacdes clinicas sdo
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observadas de acordo com a classificacdo utilizada e com as variacdes genotipicas de 7. solium.
Em alguns casos, os pacientes podem apresentar a doenga em ambas as localiza¢des (GRIPPER;
WELBURN, 2017; GOMES; COSTA-CRUZ, 2017; CARPIO et al., 2018; DELGADO-
GARCIA et al., 2019).

O parénquima cerebral é mais comumente acometido pela NCC e, geralmente, apresenta
progndstico mais favordvel do que a extra-parenquimatosa (GRIPPER; WELBURN, 2017). As
principais manifestagdes clinicas observadas nessa classificacdo sdo convulsdes ou déficits
neuroldgicos focais, geralmente transitdrios, provavelmente devido a trés fases distintas de
evolucdo do parasito, nas quais o0 mesmo pode ser encontrado vivo (fase ativa), em inicio de
degeneracao (fase transicional) ou se apresentar como um nddulo calcificado quando morto
(fase inativa) (KELVIN et al., 2011; CARPIO et al., 2018). Apesar de serem muito frequentes
em pacientes com metacestodeos em degeneracao, convulsdes (principal ou tnica manifestacao
da cisticercose cerebral parenquimatosa) tém sido observadas em pacientes com formas
vesiculares e também na fase inativa da doenca. Lesdes calcificadas caracteristicas foram
identificadas por tomografia computadorizada (TC) em aproximadamente 25%-50% dos
individuos hospitalizados com convulsdes em dreas endémicas. A liberacdo esporadica do
antigeno ou seu reconhecimento pelo hospedeiro causando resposta inflamatéria no cérebro sdo
hipéteses 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 parasitdria que pode
ser maior na NCC extra-parenquimal resulta em um progndstico negativo da doenga. A
presenca de metacestddeos nos ventriculos ou cisternas causa hidrocefalia, responsdvel por
aproximadamente 30% dos casos de hipertensdo intracraniana (HIC); além disso, aracnoiditee
ependimite também podem ocasionar o acumulo de LCR. Manifestacdes como anormalidades
neurais também sdo relatadas na forma extra-parenquimal da doencga. Devido a uma alta taxa
de mortalidade (50%) na presenca de hidrocefalia proveniente da meningite causada pela
cisticercose, sdo consideradas formas malignas da NCC as localizagbes extraparenquimais
(intraventricular e cisternal). O progndstico da doenca subaracnéidea € pior quando observada
a presenca da forma racemosa, que pode invadir varios espagos cerebrais e ocasionar reagoes
inflamatoérias graves (DA SILVA; TAKAYANAGUI, 2016; GOMES; COSTA-CRUZ, 2017,
GRIPPER; WELBURN, 2017; CARPIO et al., 2018).

A NCC espinhal € rara, contudo, os metacestodeos podem alcancar as meninges
espinhais pelo LCR. A presenca de metacestddeos no interior da medula espinhal ou o

comprometimento extrinseco 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 Diagnéstico da neurocisticercose humana

O diagnéstico de NCC € realizado pela combinagdo de achados clinicos,
epidemioldgicos, 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
ressonancia magnética (RM) sao métodos preferidos para o diagndstico de NCC, pois permitem
a visualizagdo 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 diagndstico para
cisticercose humana (sist€mica e NCC) e, posteriormente, uma versdo atualizada limitada ao
diagnodstico da NCC foi proposta por Del Brutto ef al. (2001). Com o objetivo de incluir
melhorias no diagndstico nos ultimos anos e fornecer definicdes mais simples e funcionais, Del
Brutto et al. (2017) publicaram uma versao revisada do conjunto de critérios de diagndstico
para NCC, no qual o critério absoluto para o diagndstico da NCC inclui: a) demonstracdo
histolégica do parasito por bidpsia de cérebro ou lesdo da medula espinhal, b) visualizacao do
cisticerco sub-retiniano, ¢) demonstra¢ao conclusiva de um escélex dentro de uma lesao cistica
em estudos de neuroimagem. A demonstracdo de um critério absoluto ou evidéncia acumulativa
apoiando a infeccdo (NCC) estabelece o diagnéstico definitivo da doenca (DEL BRUTTO et
al., 2017).

1.5.1 Neuroimagem

Os exames de imagem (TC e RM) permitem a observagdo quanto a presenca, tamanho,
numero, estagio e localizacdo do parasito. Além disso, respostas imunes do hospedeiro contra
o parasito também podem ser visualizadas (DELGADO-GARCIA ez al.,2019; GARCIA 2018).
Na imagem, a membrana do metacestédeo € pouco visualizada e o conteudo intravesicular
apresenta-se semelhante ao LCR, com minima ou nenhuma inflamacao circundante quando a
presenca de parasitos intraparenquimais vidveis € constatada. Apds ser detectado pelo sistema
imune do hospedeiro, o parasito causa inflamacdo, sendo observado o inicio da degeneracdo do
metacestodeo, que evolui para a forma coloidal, granular até se calcificar. (GOMES; COSTA-

CRUZ, 2017; GARCIA, 2018). A TC apresenta maior sensibilidade na deteccdo de
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metacestddeos calcificados, enquanto a RM, por possuir maior poder de resolugdo, é
frequentemente superior na deteccdo da doenca no espaco extraparenquimatoso, podendo
evidenciar melhor o escélex e os metacestodeos localizados nos ventriculos (WHITE Jr, 2000;
RAIBAGKAR; BERKOWITZ, 2018; COYLE, 2019).

A sensibilidade e especificidade da RM foram melhoradas pelo desenvolvimento de
sequéncias tridimensionais, como FIESTA (Fast imaging employing steady-state acquisition)
e CISS (3D constructive interferences steady state), especialmente para as formas presentes no
espaco subaracndideo e ventricular. O reconhecimento dos escélices em casos que nao sao
visualizados com sequéncias convencionais € realizado por imagens ponderadas por difusdo e
FIESTA (WHITE Jr; GARCIA, 2018; COYLE, 2019).

Os fatores econdmicos restringem o acesso a neuroimagem, uma vez que esse tipo de
exame € caro e requer recursos tecnoldgicos e pessoal treinado, indisponiveis na maioria dos
paises de baixa renda nos quais a NCC € endémica; muitas vezes, apenas a TC é disponibilizada.
Além disso, a principal populacdo de risco €, na maioria das vezes, rural, e o alto custo dessas
tecnologias dificulta o acesso a este tipo de diagnostico (GARCIA; DEL BRUTTO, 2003;
RAJKOTIA et al., 2007; GRIPPER; WELBURN, 2017; GARCIA, 2018).

1.5.2 Ensaios imunoldgicos

O imunodiagndstico € uma ferramenta acessivel, de baixo custo, que permite a deteccao
de antigenos, anticorpos e imunocomplexos em dreas endémicas, auxiliando no diagndstico em
pacientes cujo perfil clinico e de imagem sdao compativeis com NCC (MICHELET et al., 2011;
CARRARA et al., 2020). Assim, imunoensaios como ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) e immunoblotting sdo comumente usados para detectar anticorpos contra antigenos 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; MANHANTI et al., 2011; NUNES et al., 2013; RIBEIRO et
al.,2014) e/ou saliva (BUENO et al., 2000a; MALLA et al., 2005; GONCALVES et al., 2010).
Apesar de auxiliar no diagnéstico, a detec¢do de anticorpos apresenta limitagdes. Quando
utilizado o antigeno bruto, taxas significativas de reagdes cruzadas com outras infecgdes
parasitdrias frequentes em regides endémicas da cisticercose sdo observadas, como no caso da
doenca hidatica e himenolepiase. Além disso, individuos de populacdes endémicas podem
apresentar reacdo positiva para a presenca de anticorpos devido a infec¢des fora do SNC, por

exposi¢cao sem infeccao, por infec¢des resolvidas espontaneamente ou mesmo por transferéncia
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passiva de suas maes (GARCIA, 2018).

Devido a capacidade dos anticorpos de persistirem apds eliminagdo dos parasitos, a
deteccdo de antigenos € vantajosa por sua especificidade para o diagndstico de metacestodeos
vidveis (CARPIO et al., 2018). Ensaios ELISA baseados em anticorpos monoclonais foram
realizados com o objetivo de detectar o antigeno parasitdrio, sendo observada menor
sensibilidade na deteccdo de antigenos do que na de anticorpos e frequentes resultados
negativos em individuos com poucas formas no cérebro (GARCIA, 2018). Ressalta-se que
pacientes com mais de um parasito que apresentarem sorologia negativa devem ser investigados
por diagnésticos alternativos (COYLE, 2019). Para que os resultados sejam interpretados com
maior seguranga, o emprego de dois testes imunoldgicos € recomendado, sendo um de elevada
sensibilidade e outro de elevada especificidade (COSTA-CRUZ, 1995; VAZ; LIVRAMENTO,
1996; DEL BRUTTO, 2012b).

A deteccdo de imunocomplexos circulantes tem sido empregada com sucesso no
diagnostico de helmintos (GONCALVES er al., 2012; FARIA et al., 2019; LOPES et al., 2019;
CARRARA et al., 2020). Os imunocomplexos, formados pela ligacdo do anticorpo ao antigeno,
representam um importante mecanismo de defesa do organismo, uma vez que impede a
deposicdo de antigenos e os consequentes danos causados aos tecidos do hospedeiro por meio
da neutralizacdo, eliminac¢do e inativacdo antigénica (BARNETT, 1986; LOPES et al., 2019).
Sua deteccdo € de grande importancia clinica, pois indica que existe o risco de lesdes
patoldgicas por deposi¢do dos imunocomplexos, que existe um potencial de interacdo entre os

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

(PHILIPS, 1989).
1.6 Aplicacao do antigeno heterélogo no diagnéstico da neurocisticercose humana

A busca por fontes antigé€nicas alternativas devido a dificuldade de obtencdo dos
metacestddeos, a partir de suinos naturalmente infectados (ARRUDA et al., 2005), resultou na
utilizacdo de metacestédeos 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
etal., 1989; BARCELOS et al., 2001; BUENO et al., 2001; PARDINI et al., 2002; DORNY et
al., 2003; BARCELOS et al., 2005; ESPINDOLA et al., 2005; SUZUKI et al., 2007; MATOS-
SILVA et al., 2012; HAMAMOTO FILHO et al., 2015; GARCIA-MONTOYA et al., 2016).
T. crassiceps representa importante fonte de antigenos devido a similaridade antigé€nica

previamente descrita com 7. solium (GARCIA; ORDONEZ; SOTELO, 1995; VAZ et al., 1997;
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BUENO et al., 2000b; ESPINDOLA et al., 2002; ISHIDA et al., 2003; RASSY et al., 2010;
MORALES et al., 2011). Estudos prévios relataram a aplicacdo de antigenos heter6logos no
diagnéstico imunolégico da cisticercose € NCC humana (VAZ et al., 1997; VAZ, 2007;
TOGORO; SOUZA; SATO, 2012; GARCIA-MONTOYA et al., 2016; SILVA et al., 2017;
CARRARA et al., 2020).

Taenia crassiceps ¢ um cestddeo cosmopolita pertencente a familia Taeniidae, possui
ciclo de vida de transmissao zoondtica, incluindo raposas, caes e felideos como hospedeiros de
sua forma adulta (FREEMAN, 1962; LESCANO; ZUNT, 2013). O parasito adulto abriga-se no
intestino delgado, os ovos sdo liberados nas fezes e, posteriormente, ingeridos por roedores
selvagens. Nos roedores, as oncosferas alojam-se nos tecidos e diferenciam-se no estagio larval
apos atravessar o epitélio intestinal (WILLMS, ZURABIAN, 2010). A localizagdo dos
metacestddeos em roedores € subcutanea, no musculo, sendo o estagio larval encontrado em
camundongos, coelhos e outros roedores, que se comportam como hospedeiros intermediarios
(FREEMAN et al., 1973; WUNSCHMANN et al., 2003)

A raridade de infec¢des humanas por 7. crassiceps (cepa ORF), similaridade antigénica
com 7. solium e a possibilidade de manuten¢do em modelo de laboratério (camundongos fémea
da linhagem BALB/c) permitiram a facil manuten¢do experimental do parasito. A reprodugdo
do estdgio larval deste ocorre de forma assexuada no peritonio, onde brotam exogenamente e
geram novos brotos fora da vesicula dos metacestddeos. (WILLMS; ZURABIAN, 2010;
SCIUTTO; FRAGOSO; LARRALDE, 2011; LESCANO; ZUNT, 2013; GARCIA-
MONTOYA et al., 2016).

A cisticercose humana causada por 7. crassiceps ¢ incomum; no entanto, a possibilidade
de NCC humana nao € completamente improvavel. A transmissdo humana pode estar associada
a2 um cdo de estimacdo, uma vez que acredita-se que a ingestdo de 4dgua ou alimentos
contaminados pelas fezes seja a via de transmissdo para os hospedeiros intermedidrios
(AROCKER-METTINGER et al., 1992; HELDWEIN et al., 2006; LESCANO; ZUNT, 2013).
A infeccdo por T. crassiceps pode ocorrer em individuos imunocomprometidos, como pessoas
com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Acquired immunodeficiency syndrome — AIDS)
ou malignidade, sendo observada principalmente nos bragos, e deve ser considerada quando
formas metacestédeas de T. solium forem descartadas. Em individuos imunocompetentes o
parasito infecta os olhos, no entanto, metacestédeos subcutaneos na drea paravertebral foram
observados em um paciente (FRANCOIS 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
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1.7 Phage display

Descrita inicialmente por Smith em 1985, phage display é uma tecnologia na qual
peptideos ou fragmentos de anticorpos, fusionados as proteinas do revestimento viral, sdo
expressos na superficie do capsideo de um bacteriéfago (SIOUD, 2019; ZAMBRANO-MILA;
BLACIO; VISPO, 2019). Para que a proteina codificada seja expressa na superficie do fago,
sequéncias de DNA de interesse sdo inseridas em uma localiza¢do no genoma de bacteriéfagos
filamentosos (AZZAY; HIGHSMITH, 2002).

Os bacteriéfagos (M13, fd, T4, T7, entre outros) pertencem a familia Inoviridae, que
infectam Escherichia coli, sendo o bacteriéfago M13 o fago filamentoso mais frequentemente
utilizado, uma vez que possui grande capacidade de replicacdo e é capaz de acomodar amplos
e diferentes DNAs, além disso, saem das bactérias sem lisar a célula, induzindo
preferencialmente a producdo e secrecao de particulas virais pela bactéria infectada (BENHAR,
2001; AZZAY; HIGHSMITH, 2002; SIOUD, 2019; ZAMBRANO-MILA; BLACIO; VISPO,
2019). O vetor M 13 € composto por cinco proteinas estruturais presentes no capsideo (pIlIl, pVI,
pVII pVII e pIX) e DNA gendmico circular de fita simples (ssDNA) que codifica as proteinas
(Figura 1).

Os peptideos geralmente sao fusionados a extremidade N-terminal das proteinas pllI (3-
5 copias/fago) e pVII (2700 coépias/fago), frequentemente utilizadas para expressao por
selecionarem ligantes de alta afinidade. Os fragmentos peptidicos variam de 6 a 43 aminodcidos
(aa) de comprimento e as bibliotecas peptidicas sdo geradas pela insercdo de sequéncias
randomicas de DNA em um fago (SIOUD, 2019; ZAMBRANO-MILA; BLACIO; VISPO,
2019). As novas particulas de fago sdo montadas no espacgo periplasmatico da bactéria apds a
ligacio da proteina pIIl ao pilus F de E. coli (BENHAR, 2001; BRIGIDO; MARANHAO,
2002).

Figura 1. Estrutura do fago filamentoso utilizado na técnica de phage display (ZAMBRANO-
MILA; BLACIO; VISPO, 2019).

pvIl pVIII

pIX
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A primeira etapa para a selecdo de um ligante especifico € o preparo da biblioteca
peptidica de phage display, visto que a diversidade da biblioteca e o tamanho da inserc¢do estao
relacionados com a probabilidade de selec@o de sequéncias que ligardo a um determinado alvo
(NOREN; NOREN, 2001; WU et al., 2016; MIMMI et al., 2019; ZAMBRANO-MILA;
BLACIO; VISPO, 2019). A biblioteca peptidica de phage display pode conter 108 — 10'!
sequéncias Unicas de aa resultantes de insercdes randomicas de nucleotideos. Um amplo e
diversificado painel de peptideos aleatdrios pode ser obtido a partir da alteracao das sequéncias
de aa, viabilizando a construcdo de bibliotecas de enzimas, peptideos, fragmentos de anticorpos
ou proteinas (ARAP, 2005; KRUMPE; MORI, 2007; PANDE; SZEWCZYK; GROVER, 2010;
ZAMBRANO-MILA; BLACIO; VISPO, 2019).

O processo de selecdo de ligantes especificos € denominado biopanning. Os
bacteri6fagos com sequéncias peptidicas aleatOrias expressas na superficie sdo expostos ao
alvo, e, os que permanecem ligados ao alvo apds lavagem (alta afinidade) sdo amplificados em
E. coli, transmitindo assim seu genétipo e fendtipo no proximo ciclo de selecio. Sao realizados
ciclos sequenciais de biopanning, e, apds cada ciclo, a avalia¢do do titulo de fagos eluidos é
realizada. Os clones de fagos sdo sequenciados para identificacdo de suas sequéncias de
aminodcidos e podem ser testados por ELISA e/ou citometria de fluxo, para a confirmagao da
especificidade do fago (MIMMI et al., 2019).

A técnica de phage-display pode ser utilizada no estudo de varias doencgas parasitdrias
(LANZILLOTTI; COETZER, 2008; COELHO et al., 2015; LEVENHAGEN et al., 2015;
FELICIANO et al., 2014; FELICIANO et al., 2016), sendo potencialmente aplicdvel na
identificacdo de peptideos relevantes no diagnostico da neurocisticercose humana (HELL ez al.,

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

1.8 Imunoglobulina Y

As imunoglobulinas (Igs) sdo moléculas proteicas que consistem no principal produto
efetor da imunidade humoral, as quais sdo secretadas por células plasméticas em resposta a
exposi¢do a antigenos (MUNHOZ et al., 2014; AMRO; AL-QAISI; AL-RAZEM, 2018;
PEREIRA et al., 2019). Em mamiferos, cinco classes de Igs sdo conhecidas: IgG, IgA, IgM,
IgE e IgD; no entanto, apenas trés classes sdo reconhecidas em aves: IgA, IgM e IgY
(DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008; MUNHOZ et al., 2014).

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

do ovo, onde se acumula. Apesar da semelhanc¢a funcional com a IgG de mamiferos, a principal
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diferenca entre IgY e IgG € observada nas cadeias pesadas: IgY possui quatro dominios
constantes, enquanto IgG possui trés (Figura 2), o que confere a IgY maior peso molecular (180
kDa) quando comparada com IgG (150 kDa). Devido a auséncia da regido de dobradica entre
os dominios CH1 e CH2, a IgY apresenta menor flexibilidade que a IgG. Outro fator limitante
da flexibilidade de IgY € a presenca de residuos de glicina e prolina nas regides CH1-CH2 e
CH2-CH3 (MUNHOZ et al., 2014; PEREIRA et al., 2019; THIRUMALALI et al., 2019).
Diferencas no pH em relacdo ao ponto isoelétrico também sdo observadas (IgY - pH entre 5,7-

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

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

1
1
A

IgY IgG

O interesse pela IgY vem crescendo devido a busca de redugdo e aprimoramento do uso
de animais e de técnicas mais eficientes e econdmicas. A obten¢do de IgY a partir da gema de
ovo é um método ndo invasivo, o custo de manutencdo de uma galinha é menor do que a
manuten¢do de animais como coelhos e camundongos e uma quantidade maior de anticorpos
em comparacdo com outros animais € produzida (PEREIRA et al., 2019). Além disso, uma
pequena quantidade de antigeno € necessdria para o desenvolvimento de forte resposta imune.
Outras propriedades importantes de IgY sdo a auséncia de ligacao a superficie celular, proteinas
estafilocdcica A e estreptocdcica G ou fatores reumatoides, auséncia de ativacdo do sistemade
complemento, além de ndo reagirem de forma cruzada com receptores Fc de mamiferos. Assim,
o uso dessa classe de anticorpos em ensaios imunolégicos envolvendo soros de mamiferos pode

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

Estudos prévios tém demonstrado a aplicabilidade desses anticorpos em imunizagdes
passivas de humanos e animais, testes de diagndstico, reconhecimento antigénico de alvos e na
neutralizac¢do 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 saide publica que a cisticercose humana
representa em dreas que apresentam condicdes sanitdrias e politicas de satde publica precérias,
bem como em paises desenvolvidos que recebem imigrantes de regides onde a prevaléncia da
tenfase € elevada (TOGORO; SOUZA, SATO, 2012), e, levando-se em consideracdo que
antigenos de metacestodeos de 7. crassiceps substituem eficientemente os antigenos de
metacestddeos de T. solium no imunodiagndstico da NCC (LARRALDE et al., 1989; VAZ et
al., 1997; SILVA et al., 2017), o presente estudo visa a producdo de anticorpos IgY policlonais
especificos anti-formas metacestodeas de T. crassiceps utilizando métodos baratos, de facil
reproducdo e com alto grau de rentabilidade de anticorpos, para o reconhecimento antigénico
do parasito e de imunocomplexos em amostras de soro de pacientes com NCC confirmada, além
de serem aplicados no diagndstico sorolégico da NCC apds selecdo de peptideos miméticos
(mimotopos) de seus ligantes por phage display, objetivando o desenvolvimento de uma

ferramenta com potencial aplica¢do no diagndstico sorologico 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
metacestddeas de 7. crassiceps. Os anticorpos produzidos foram aplicados no reconhecimento
de proteinas antigénicas, de tecido do estidgio larval do parasito e na deteccdo de
imunocomplexos circulantes em amostras de soro de pacientes com neurocisticercose
confirmada. Os anticorpos IgY também foram utilizados na sele¢do de peptideos ligantes por

phage display para posterior aplicacdo no imunodiagnéstico da NCC.

2.2 Especificos

Imunizar galinhas de postura com proteinas antigénicas do extrato salino total de formas
metacestddeas de 7. crassiceps (Tc);

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

Caracterizar os anticorpos IgY anti-Tc quanto a especificidade, cinética de produgdo e
maturacao da avidez por ELISA indireto;

Avaliar o reconhecimento de antigenos presentes na forma parasitiria em reacOes de
imunofluorescéncia indireta pela IgY isolada em cortes histoldgicos de formas metacestodeas
de T. crassiceps;

Realizar o reconhecimento antigénico pelos anticorpos IgY isolados por meio de
immunoblotting;

Aplicar os anticorpos IgY isolados (anti-Tc) na deteccdo de imunocomplexos em soros de
pacientes com NCC confirmada;

Selecionar peptideos com afinidade de ligacdo aos anticorpos selecionados (IgY anti-Tc e IgY
anti-dTc) por phage display;

Sequenciar os fagos selecionados para aplicagdao no imunodiagnéstico da NCC humana;
Confirmar o potencial dos fagos selecionados no diagnéstico da NCC humana por meio do

ensaio phage-ELISA.



40

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado no Laboratério de Diagnéstico de Parasitoses do Instituto de
Ciéncias Biomédicas, sob orientacdo da Prof*. Dr®. Julia Maria Costa-Cruz e em parceria com
o Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica, da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), sob responsabilidade do Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho. O
manejo e a utilizacdo dos animais foram conduzidos de acordo com as diretrizes de ética animal
e aprovados pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais/UFU (CEUA/UFU 094/16).

A manuten¢do experimental da cepa de 7. crassiceps foi realizada em camundongos
fémea da linhagem BALB/c na Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade
Federal de Uberlandia, sob responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz e sob
aprovaciao do Comissdo de Etica na Utiliza¢io de Animais/UFU (CEUA/UFU 096/14). As
galinhas foram imunizadas e mantidas sob a responsabilidade do Prof. Dr. Alvaro Ferreira
Jainior, médico veterindrio CRMV-MG 4325, no Laboratério de Experimentagdo Veterindria
do Instituto de Estudos Avancados em Veterindria José Caetano Borges da Universidade de

Uberaba (Uniube) em Uberaba-MG.
3.2 Obtencao dos parasitos e preparacao do extrato salino total de Taenia crassiceps

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c (Mus musculus) foram experimentalmente
infectadas com formas metacestddeas vidveis de 7. crassiceps (cepa ORF). Apds trés meses, 0s
animais foram eutanasiados utilizando overdose de anestésicos (Cloridrato de ketamina 10% e
Cloridrato de xilazina 2%) foi realizado para obtengdo dos metacestddeos localizados na
cavidade peritoneal desses animais.

O extrato salino total de 7. crassiceps foi preparado de acordo com Silva et al. (2017),
com modificacdes. Aproximadamente 300 metacestodeos foram ressuspensos em solugcdo
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 maceracdo, com a utilizacdo de nitrogénio liquido. Posteriormente, a suspensdo foi
submetida a centrifugagdo, o sobrenadante colhido e a dosagem proteica realizada pelo método

de Lowry et al. (1951).
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3.2.1 Caracterizacao do extrato salino total de 7. crassiceps

O perfil proteico do extrato salino de 7. crassiceps foi analisado por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), sob condi¢des ndo 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 preparacao antigénica foi diluida em tampao
de amostra 10x e submetida a 100 °C por cinco minutos em banho-maria, antes da aplicacdo no
gel. As proteinas foram separadas em géis de concentracdo 12% (tampao Tris-HCI1 0,375 M
[pH 8,8]; dodecilsulfato de sédio [SDS] 0,1M; EDTA 2 mM; acrilamida/bisacrilamida [29:1];
tetrametiletilenediamino [TEMED] 0,125%; persulfato de amoénio [APS] 0,125%). A
eletroforese foi conduzida em sistema completo vertical [SE 300 miniVE, Hoefer, EUA) com
corrente continua de 20 mA/gel e tampao de corrida Tris-glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM
glicina, 5,5 mM SDS).

O marcador padriao de peso molecular (RECOM BLUE Wide Range Protein Marker,
Real Biotech, Taiwan) foi utilizado para identificacao dos pesos molares em kiloDaltons (kDa)
das bandas polipeptidicas. O gel foi submetido ao processo de coloracio com Coomassie

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

3.3 Animais

Para a producio 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 agua e racdo ad libitum e
divididas em dois grupos, de acordo com as imunizagdes:

Grupo I — duas galinhas imunizadas com extrato salino total de formas metacestddeas de 7.
crassiceps;

Grupo II — duas galinhas imunizadas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS).

3.4 Producao dos anticorpos

3.4.1 Imunizacoes das galinhas e coleta dos ovos

As imunizagOes das galinhas para a producao de anticorpos IgY anti-T. crassiceps (anti-
Tc) e coleta dos ovos estdo 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 4gua destilada e as membranas
vitelinicas rompidas. As gemas correspondentes a cada semana de coleta foram reunidas em
um mesmo tubo tipo Falcon para formar o pool semanal para posterior utilizacio e as claras

foram descartadas.
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Figura 3. Imunizagdes, coleta de ovos e sangue das galinhas. ACF: adjuvante completo de Freund; AIF: adjuvante incompleto de Freund.

As galinhas foram imunizadas com 100 pg extrato salino total de 7. crassiceps (GI, n = 2) e com PBS (GII, n = 2) nas semanas 1, 3, 5e 7. As
imunizagdes foram realizadas via intramuscular, em diferentes pontos do misculo peitoral, nas quais um volume total de 500 pL. (250 uL de Tc
em PBS + 250 uL. de adjuvante completo/incompleto de Freund) foi utilizado. Os ovos foram coletados semanalmente durante a experimentacio,
com infcio uma semana antes da primeira imuniza¢do (semana 0, pré-imune). Amostras de sangue foram coletadas semanalmente para

acompanhamento da soroconversao.

1* Imunizac¢io 2* Imunizacio 3* Imunizag¢io 4* Imunizagio
AIF

Semanas



3.4.2 Precipitacao dos anticorpos IgY anti-Tc por sulfato de amonio

O fracionamento dos anticorpos IgY anti-Tc foi realizado de acordo com o método de
dilui¢do em dgua descrito por Akita e Nakai (1993), consistindo a primeira etapa na delipidag¢ao
das gemas. O pool semanal das gemas foi diluido em 4dgua ultrapura na proporcao de 1:15, o
composto foi mantido sob agitacdo constante por 30 minutos a temperatura ambiente (TA) e o
pH foi ajustado para 5,5 pela adi¢do do tampao acetato de sédio 0,06 M (pH 4,8). A solugdo foi
homogeneizada overnight em agitador magnéticoa 4 °C e, ap6s, 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 adicao de hidréxido desédio 0,1 M.

Apo6s a etapa de delipidacdo, foi realizada a precipitacdo das proteinas da solugdo,
adicionando-se ao volume final do sobrenadante coletado sulfato de amoénio a 20% (m/v)
(Sigma-Aldrich, EUA). A mistura foi mantida sob agitacdo lenta por 45 min a 4 °C e
posteriormente centrifugada (2000 x g, 20 min, 4 °C). O precipitado enriquecido com IgY
fracionada (IgYf) foi recuperado e ressuspendido em PBS (na propor¢ao de 1:10 do volume
inicial da solugdo delipidizada). As IgYf foram dosadas a 280 nm em espectrofotdmetro

(Biodrop pLite, 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 a cromatografia
liquida de interagdo tiofilica em sistema completo AKTA Prime Plus (GE Healthcare, EUA).
Os anticorpos foram lavados e concentrados com tampao fosfato de sédio 0,02 M em um
sistema de ultrafiltracdo (EMD Millipore, EUA) com uma membrana com corte de 30 kDa
(Amicon YM 30, Sigma-Aldrich Co., EUA) e, depois, foram dialisados contra uma solugao de
sulfato de potassio 0,5 M (pH 7,4). Apos concentracao das amostras, as mesmas foram aplicadas
em uma coluna (HiTrap IgY Purification HP, 5 mL, GE Healthcare, EUA) previamente
equilibrada com os tampdes anteriormente mencionados (fosfato de sédio e sulfato de potéssio);
a eluicao dos anticorpos foi realizada em fluxo de 1 mL/min usando um gradiente linear de
tampao fosfato de sddio 0,02M (pH 7.5). As IgY isoladas (IgYi) foram dialisadas com dgua
ultrapura e concentradas em um sistema de ultrafiltracdo (Amicon YM 15, Sigma-Aldrich Co.,

EUA) e a concentragdo das IgYi foi determinada a 280 nm (BioDrop, Reino Unido).
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3.4.4 Confirmacao da presenca da imunoglobulina Y pés-isolamento

A confirmacdo da presenca de IgY nas amostras apds o isolamento foi realizada por dot
blot. Para tal fim, membranas de nitrocelulose de 0,45 pum (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Alemanha) foram sensibilizadas com 10 pL de um pool das amostras isoladas, secas a TA e
bloqueadas com PBS acrescido de Tween 20 0,05% e leite desnatado 5% (PBS- T-M 5%), por
2haTA, sob agitagdo lenta. Posteriormente, as membranas foram lavadas seis vezes com PBS
acrescido de Tween 20 0,05% (PBS-T). As IgYi foram detectadas pela adi¢do de anticorpos
IgG produzido em coelhos anti-IgY, marcados com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), na
diluicao de 20.000, em PBS-T-M 1%, e incubadas por duas horas a TA, sob agitacdo lenta.
Apbs novo ciclo de lavagem com PBS-T, a reacdo foi revelada pela adigdo 10 mg 3,3” —
diaminobenzidino tetrahidrocloreto (DAB, Sigma, EUA) diluido em 15 mL de solucdo salina
tamponada com Tris (TBS) e 12 puL de peréxido de hidrogénio 30% (Sigma-Aldrich, EUA). A
interrup¢do da revelacdo foi realizada por meio da adicdo de dgua destilada. Como controle

negativo foi utilizada albumina sérica bovina (BSA) 1% nas mesmas condi¢des.

3.5 Caracterizacio dos anticorpos IgY

3.5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As IgY anti-Tc pds fracionamento e isolamento foram analisadas por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), sob condicdes redutoras, de acordo com o
item 3.2.1. Os anticorpos IgY (10 pg) foram diluidos em tampao de amostra (Tris- HCI 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 a 100 °C por cinco minutos em banho-

maria, antes da aplicacdo no gel.

3.5.2 ELISA indireto para avaliacao da cinética de producio dos anticorpos IgY

A cinética de producdo 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 modificacdes. Ensaios preliminares foram realizados para determinar condigdes
Otimas para a obtencdo do ensaio com maior razao sinal/ruido. Microplacas de poliestireno de

baixa afinidade, 96 pogos (Greiner Bio-One, Austria), foram utilizadas como suporte para
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adsor¢do do extrato salino total de 7. crassiceps. A adsor¢do do antigeno foi realizada na
concentragdo de 5 pg/mL a um volume final de 50 pL/pogo em tampao carbonato/bicarbonato
(0,06 M, pH 9,6), e a placa foi entdo incubada overnight a 4 °C. Posteriormente, os pogos foram
bloqueados com PBS-T-M 1% durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, as amostras de IgYf anti-
Tc (2 pg/pogo) foram diluidas em PBS-T-M 1% (50 pL/poco), adicionadas em duplicata e
incubadas por 1 h a 37 °C. Em seguida, o anticorpo secundério, produzido em coelhos, anti-IgY
conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) foi adicionado na dilui¢do 1:15.000 em PBS-
T-M 1% (50 uL/pogo) e incubado por 1 h a 37 °C. A reagdo foi revelada pela adi¢ao de 50

uL/pogo do substrato HxO2 (Merck, Alemanha) diluido em solugdo cromoégena de

ortofenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich Co., EUA), preparado no momento de uso (0,005
g de OPD + 12,5 mL de tampdo citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,5 + 5 puLL de H202 30%). Ap6s

incubacé@o (10 min, TA, ao abrigo da luz) a reacéo foi interrompida com a adi¢do de 25 pL. da
solucdo de 4cido sulftirico 2N (H2SO4 2N). Entre cada etapa da reac@o, os pogcos foram lavados
trés vezes com PBS-T. Os valores de absorbancia foram determinados em filtro de 492 nm em
um leitor de microplacas (Biotek, EUA).

A densidade 6ptica (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 indice ELISA (IE) = DO/cut-off de controles negativos mais trés desvios

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

3.5.3 ELISA avidez

A maturacao de avidez dos anticorpos IgY anti-Tc foi investigada pelo tratamento dos
imunocomplexos formados com ureia 6M, seguida pela determinacdo da atividade residual
dos anticorpos por meio de ELISA indireto. Apds a etapa de incubacdo dos anticorpos IgY
policlonais (quadruplicata) com o extrato salino total de 7. crassiceps (51g), uma duplicata foi
incubada com 50 pL de solucdo de ureia 6 M (Synth, Brasil) diluida 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 detecgdo da atividade residual foi realizada pela incubagdo com anticorpo
secunddrio anti-IgY conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), diluido 1:15.000 em
PBS-T-M 1%, por 1 h a 37 °C. As etapas de revelagdo, interrup¢ao e determinacgdo dos valores
de absorbancia da reacdo foram realizadas de acordo com o item 3.5.2. Os resultados foram

expressos em porcentagem como indice de avidez (IA), calculado como a razdo entre a
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absorbancia (Abs) obtida nos anticorpos tratados com ureia (U+) e dos ndo tratados com ureia
(U-), de acordo com a férmula: IA = Abs U+/Abs U- x 100. O indice de avidez foi considerado
alto quando Al > 60% (CARRARA et al., 2020).

3.5.4 Immunoblotting

O reconhecimento de proteinas antigénicas a partir do pool de anticorpos IgYi foi
investigado por ensaios de immunoblotting. Inicialmente, 250 pg de extrato salino total de T.
crassiceps foram separados por SDS-PAGE em géis 12%, em condicdes ndo redutoras,
conforme descrito no item 3.2.1. As proteinas separadas foram eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose 0,45 pm (Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha), de dimensdes: 8
cm de largura x 6 cm de altura, utilizando um sistema de transferéncia imido (SE 300 miniVE,
Hoefer, EUA) com tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol a 20%), e
corrente continua de 300 mA, por 1 h e 40 min. Apds a eletrotransferéncia, as membranas foram
coradas com Ponceau S (Sigma-Aldrich, EUA) para visualizacdo das bandas proteicas. Em
seguida a visualizacdo, a membrana de nitrocelulose foi cortada em tiras de 3 mm de largura e
bloqueada com PBS-T-M 5%, por 2 h a TA. Ap6s o bloqueio, o pool de anticorpos IgY1 anti-
Tc (20 pg), diluido em PBS- T-M 1%, foi adicionado, e incubado overnight a4 °C, sob agitacao.
Na sequéncia, as tiras foram incubadas por 2 h a TA com o anticorpo secunddrio anti-IgY
conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich Co., EUA), diluido 1:5.000 em PBS-T-M 1%. O
ensaio foi desenvolvido pela adi¢do de 3,3’ — diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate e
urea hydrogen peroxide tablets (DAB-Sigma Fast tablets, Sigma-Aldrich Co., EUA) diluidos
em 5 mL de dgua ultrapura e interrompido pela adi¢do de dgua destilada. Entre cada etapa de
incubacdo, 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 comparagdo com o marcador de peso molecular padrdao (Real Biotech,

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

3.6 Aplicacao das IgY para reconhecimento antigénico e diagnéstico sorologico

3.6.1 Imunofluorescéncia

Os ensaios de imunofluorescéncia foram realizados utilizando IgYi para identificar

formas metacestddeas de T. crassiceps. Os metacestédeos foram embebidos em Tissue-Tek

47



(Sakura Finetek, Holanda) e congelados a -20 °C. Secdes de 2 um de espessura foram obtidas
com o auxilio de um criomicrétomo (Leica CM 1850 UV, Alemanha) e os cortes foram aderidos
em lamina de microscopia. Apds, o anticorpo IgYi anti-Tc diluido em PBS (50 upL) foi
adicionado aos cortes histolégicos na concentracdo de 90 ng e incubado em camara timida, a
37 °C, por 30 min. Posteriormente, os cortes foram incubados com anticorpo secundario
produzido em coelhos, anti-IgY conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC, Sigma-
Aldrich, EUA) (1:100), diluido em azul de Evans 3% (Vetec, Brasil), por 30 min a 37 °C. Entre
cada etapa da reacdo, os cortes histologicos foram lavados 3 vezes com PBS. A IgYi também
foi avaliada por meio de ensaio utilizando cortes histolégicos de metacestédeos de 7. solium,
nas mesmas condi¢des. Como controle negativo, foi utilizado PBS (CARRARA et al., 2020).
As laminas foram montadas com glicerina tamponada (pH 9,0) e laminulas e as imagens

foram obtidas utilizando microscopio confocal LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Alemanha).
3.6.2 Deteccao de imunocomplexos circulantes em soros humanos
3.6.2.1 Amostras de soros

As amostras de soros humanos que foram utilizadas estavam disponiveis e armazenadas
no Banco de Amostras Bioldgicas do Laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal de
Uberlandia, sob responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz. A manutencao destes
espécimes foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos/UFU
(CEP/UFU) sob o protocolo de N° 041/2008. A utilizacdo dessas amostras para validacao dos
anticorpos IgY anti-Tc como ferramenta diagndstica para a neurocisticercose foi aprovada pelo
Comité de FEtica 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 diagnostico definitivo para

neurocisticercose

Amostras de soro (n = 30) de pacientes com diagnostico definitivo de NCC, de acordo
com os critérios propostos por Del Brutto (2012a), foram utilizadas, sendo considerado como
diagndstico definitivo para NCC a presenca de um critério absoluto ou presenca de dois critérios
principais, um critério secundario e um epidemioldgico. O grupo 1 foi dividido em NCC ativa

(n =16), na qual os metacestdédeos encontravam-se vidveis ou em degeneracao precoce (estagio
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vesicular, coloidal ou granular nodular); e NCC inativa (n = 14), na qual os metacestédeos
encontravam-se completamente degenerados (estigio granular calcificado) (SOTELO;
GUERRERO; RUBIO, 1985). Pacientes com a forma mista da doenca foram classificados

como portadores de NCC ativa.

3.6.2.3 Grupo II: amostras de soros de pacientes com outras infeccoes parasitarias

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), Ancilostomatideos (n = 3),
Hymenolepis nana (n = 3), Schistosoma mansoni (n = 3), Strongyloides stercoralis (n = 2),
Taenia sp. (n = 3) e Trichuris trichiura (n = 1), Ancilostomatideos + Ascaris sp. (n = 1),
Ancilostomatideos + Ascaris sp. + T. trichiura (n = 1) e H. nana + E. vermicularis (n = 1) com
o objetivo de verificar a reatividade cruzada no ensaio imunoldgico utilizado.

Todas as amostras de soro foram obtidas de individuos apds exame parasitolégico de
fezes positivos, realizado com pelo menos trés amostras fecais pelos métodos de HPJ
(HOFFMANN; PONS; JANER, 1934) e/ou Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917;
MORAES 1948). Os individuos foram considerados positivos para Echinococcus
granulosus ap6s diagndstico positivo por ultrassonografia, tomografia computadorizada e
sorologia e confirmacgdo pelo exame parasitolégico de fluido cistico apds a cirurgia. Todos os

casos foram submetidos a cirurgia para doenca hidatica.

3.6.2.4 Grupo III: amostras de soros de individuos saudaveis

Amostras de soro (n = 30) de voluntérios aparentemente saudéveis, de acordo com sua
apresentacdo clinica e exames imunoldgicos, foram utilizadas. Os individuos deste grupo
tiveram trés amostras fecais testadas negativamente pelos métodos parasitolégicos descritos.
Além disso, embora fossem provenientes de drea endémica de cisticercose, ndo apresentaram
evidéncias de contato domiciliar com infec¢do por T. solium ou histérico de teniase ou

cisticercose.
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3.6.3 ELISA para deteccio de imunocomplexos

A aplicagdo diagnoéstica da IgYi anti-Tc foi verificada por meio do imunoensaio ELISA,
que avaliou o potencial do anticorpo na deteccao de imunocomplexos circulantes em soros de
pacientes com NCC. Inicialmente, microplacas de poliestireno, 96 pocos, de alta afinidade
(Santa Cruz Biotechnology, EUA) foram adsorvidas com 10 pg do pool de IgYi anti-Tc (50
uL/pogo), diluido em tampao carbonato-bicarbonato (0,06 M, pH 9,6), e incubadas overnight a
4 °C. Ap6s incubacdo, amostras de soros humanos (grupos 1, 2 e 3) foram diluidas (1:200) em
PBS-T, adicionadas em duplicata e incubadas por 45 min a 37 °C. Em seguida, o anticorpo
secundério produzido em cabras, anti-IgG humana, Fc especifico, conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich, EUA), diluido (1:2.000) em PBS- T-M 1%, foi adicionado e incubado (45 min,
37 °C). O desenvolvimento da reacdo procedeu por 15 min a TA e as etapas de revelagdo e
interrupcao da reagdo foram realizadas de acordo com o item 3.5.2. Entre cada etapa da reagdo,
os pocos foram lavados trés vezes com PBS-T. Os valores de absorbancia 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 Indice ELISA
(IE), de acordo com a férmula: IE = DO da amostra/cut-off dos controles negativos (individuos
sauddveis e infectados com outras parasitoses). Valores de IE > 1,0 foram considerados

positivos.
3.7 Phage display: Biopanning

Para a selecio de peptideos recombinantes expressos em bacteriéfagos, ligantes as
moléculas de IgYi, duas estratégias de selecdo positivas foram utilizadas, sendo uma para cada
anticorpo IgY especifico a T. crassiceps: estratégia 1 — IgY anti-Tc; estratégia 2 — IgY anti-
fracdo detergente de T. crassiceps-dTc. O anticorpo IgY anti-dTc utilizado estava disponivel e
armazenado no Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal de Uberlandia, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz. A producdo, obtenc¢do e caracterizacao
da IgY anti-dTc foi realizada por Carrara et al. (2020). Para a eliminacdo de clones que
expressavam peptideos inespecificos, o anticorpo IgYi de galinha imunizada com PBS (IgYc)
foi utilizado para a selecdo negativa dos clones em ambas as estratégias e nas mesmas
condi¢cOes. Para cada estratégia, foi utilizada a biblioteca de bacteridfagos filamentosos M13
composta por clones com peptideos randémicos de 7 aa (Ph.D.-C7C, New England BioLabs,

Inglaterra) flanqueados por dois residuos de cisteina nas extremidades e fusionados na regido
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N-terminal da proteina III do capsideo. A biblioteca utilizada apresenta 1,0 x 10'! possiveis

combinacdes de residuos de aa.

3.7.1 Selecdo negativa

A primeira etapa de ciclos do biopanning foram realizados contra os anticorpos IgYc
inespecificos (selecdo negativa). Microplacas de poliestireno de alta afinidade (Maxi) foram
adsorvidas com 150 uL/pocgo de anticorpos IgYi (100 ug/mL), diluidos em tampao carbonato-
bicarbonato 0,1 M (pH 8,6), e incubados overnight a 4 °C. Apds adsor¢ao dos anticorpos em
seis pocos (trés pogos para cada estratégia), foi realizado o bloqueio dos sitios inespecificos,
que ocorreu pela adicdo de 300 uL/poco de tampao de bloqueio (PBS 0,1 M, pH 7,4; BSA 5%),
por 1 h a 37 °C. Em seguida, os pocos foram lavados 2 vezes com 300 puL/po¢o de PBS-T e
secos com papel filtro para receber 10 uL (1 x 10'!) da biblioteca randémica de fagos com os
peptideos expressos diluidos em 150 uL de PBS, que foi adicionado no primeiro pogo da
selecdo negativa (IgYc). Para evitar o ressecamento do restante dos pocos durante as etapas de
incubacdo, os que ndo continham a biblioteca de fagos foram preenchidos com 150 uL. de PBS.
Ap06s incubacdo por 30 min a 37 °C, o sobrenadante contendo os fagos ndo ligados foram
transferidos para o segundo poco de sele¢do negativa (IgYc). O fim do primeiro ciclo de selecao

negativa ocorreu apds nova etapa de incubagdo como descrito anteriormente.

3.7.2 Selecao positiva

Na selecdo positiva, os ciclos de biopanning foram realizados por meio da ligagdo com
os anticorpos IgY especificos (anti-Tc e anti-dTc), sendo cada estratégia independente uma da
outra. Inicialmente, o sobrenadante resultante da ultima etapa de selecdo negativa foi
adicionado nos primeiros po¢os contendo os anticorpos especificos IgY anti-Tc e anti-dTc, e
foram incubados por 30 min a 37 °C. Apds incubagdo, o sobrenadante foi transferido para os
segundos pogos da selecdo positiva de cada estratégia e esse processo se repetiu nas duas
estratégias até o terceiro poco contendo os anticorpos IgY especificos. Os sobrenadantes
contendo fagos nao ligantes foram descartados e cinco lavagens com PBS-T foram realizadas.
Em seguida, a eluicao dos clones de fagos ligantes aos anticorpos IgY nos trés pocos do alvo de
cada estratégia foi realizada de forma competitiva com 100 pg/mL (150 uL/poco) de tampao de
eluicdo (extrato antigénico total e fragdo detergente de 7. crassiceps usados nas imunizagdes

das galinhas) por 30 min a 37 °C. O fim do primeiro ciclo de sele¢do de fagos ocorreu com a
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coleta dos volumes dos trés pogos alvo de cada estratégia. Uma pequena quantidade (1uL) 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. Representacdo esquemadtica dos processos de selecdo negativa e positiva por

biopanning (ZAMBRANO-MILA; BLACIO; VISPO, 2019).
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3.7.3 Amplificacao dos clones

Para amplificacio dos clones selecionados, 400 pL 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 coldnia previamente isolada de E. coli (linhagem
ER2738) em fase inicial de crescimento (DO 00 ~ 0,3). Apds incubacdo por cerca de 5 h a 37
°C, sob agitacdo, a cultura foi transferida para tubos estéreis e centrifugada (10.000 rpm, 10
min, 4 °C). 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



sobrenadante e o pellet de fagos foi ressuspendido em 1 mL de PBS. A suspensao foi precipitada
novamente com 1/6 do volume de PEG/NaCl, durante 1 h em gelo e, logo apés, centrifugada
(14.000 rpm, 10 min, 4 °C). Na sequéncia, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 200 pL de PBS. O eluato amplificado de clones de fagos do primeiro ciclo de
selecdo foi entdo titulado e utilizado em dois novos ciclos de selecdo nas mesmas condi¢des

descritas. As titulacdes dos eluatos foram realizadas em cada ciclo de selecao.
3.7.4 Determinacao do titulo dos fagos eluidos

Titulagdes foram realizadas para determinar a quantidade de particulas virais na entrada
e saida de cada ciclo do biopanning. Para todas as titulagdes, utilizou-se 1 uL do eluato diluido
em 9 uL do meio de cultura LB (dilui¢des seriadas de 10 vezes). As seguintes diluicdes foram
empregadas: A) eluatos ndo amplificados, dilui¢des de 10! a 10*; B) eluatos ap6s amplificagio,
diluicdes de 107 a 10'°. Todas as dilui¢des foram incubadas com 200 uL de meio LB com E.
coli ER2738 amplificadas na fase mid-log (DOsoo ~ 0,5) por 5 min a TA. As solugdes (bactéria
+ diluigdo) foram transferidas para tubos tipo Falcon contendo 3 mL de meio Agarose Top (210
mg de Agarose, 600 mg de LB, 30 mg MgCly) e plaqueadas em meio sélido, acrescido de IPTG
(0,2 uL/mL), X-gal (2 uL/mL) e tetraciclina (1 uL/mL). Apés incubacéo overnight a 37 °C, as
colonias azuis foram contadas para a obten¢do dos titulos de entrada e saida para todos os ciclos
de selecao (niumero de colonias azuis multiplicado pelos fatores de diluicao correspondentes) e

os resultados expressos em UFC (unidade formadora de coldnias).
3.7.5 Validacao dos clones selecionados

As coldnias isoladas dos fagos foram coletadas de uma placa de titulagdo proveniente
do eluato do 3° ciclo de selecdo do biopanning e transferidas para pogos de placa de cultura
(deepwell) para amplificacdo dos clones selecionados. Para a amplificacdo, foi utilizado 1,2 mL
de cultura de E. coli (ER2738) em meio LB na fase early-log (DO 00 ~ 0,3), sendo adicionada
uma unica coldnia por pogo. A placa foi vedada e, apGs incubacdo overnight a 37 °C, foi
centrifugada a 3.700 rpm, por 50 min, a 4 °C para precipitacdo das bactérias e isolamento dos
fagos. Os sobrenadantes de cada poco (800 uL) foram transferidos para outra placa deepwell,

e, posteriormente, 50 pL. de cada poco foram utilizados no ensaio de pré-validacao.
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3.7.6 Avaliacao da imunorreatividade dos clones de fagos selecionados

Com o objetivo de identificar os clones de fagos mais relevantes em relacdo a sua
especificidade, o teste ELISA foi realizado para a pré-validacdo de cada estratégia de selecdo,
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 selecdo, microplacas de poliestireno de alta afinidade (Corning Costar, Sigma-
Aldrich, EUA) foram sensibilizadas com anticorpos IgY isolados (anti-Tc e anti-dTc) nas
mesmas condi¢des do item 3.6.3. Apds seis lavagens com PBS-T, foi realizado o bloqueio dos
sitios inespecificos com PBS-T- M 3% (50 uL/po¢o), por 1 ha 37 °C, e, em seguida, foi realizada
mais uma lavagem com PBS-T. Na sequéncia, o sobrenadante de cada clone de fago
amplificado (50 uL/poco) foi adicionado e incubado por 1 h a 37 °C. Um novo ciclo de lavagem
com PBS-T foi realizado (6x, 200 uL/po¢o), e o anticorpo secundério anti-M13 conjugado com
peroxidase, diluido (1:5.000) em PBS-T-M 5%, foi entdo adicionado. As etapas de incubacao
do conjugado, revelacdo e interrupcao da reacdo seguiram as mesmas condi¢des 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 aleatdrios pertencentes aos
trés grupos (diagndstico definitivo para NCC, outras infeccdes parasitdrias e individuos
sauddveis). Cinco clones da estratégia 1 (IgY anti-Tc), trés da estratégia 2 (IgY anti-dTc) e o
fago selvagem (controle negativo da reacdo) foram adsorvidos em microplacas de poliestireno
de alta afinidade (Corning Costar, Sigma- Aldrich, EUA), na concentragdo de 1 x
10" UFC/pogo diluidos em 50 uL de tampdo carbonato-bicarbonato (pH 9,6). Apés um ciclo
de lavagem com PBS-T, foi realizado o bloqueio dos sitios inespecificos com PBS-T-M 5% (50
uL/pogo) por 1 h a 37 °C. Em seguida, um novo ciclo de lavagem foi realizado (3x, PBS-T), as
amostras de pool de soros diluidas (1:200) em PBS-T-M 5% (50 uL/pog¢o) foram adicionadas e
incubadas por 1 h a 37 °C. Os pogos foram lavados seis vezes com PBS-T e o anticorpo
secundério produzido em cabras, anti-IgG humana, Fc especifico, conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich, EUA), diluido (1:2.000) em PBS-T-M 5%, foi adicionado e incubado (1 h, 37
°C). As etapas de revelacdo e interrupcdo da reacdo seguiram as mesmas condi¢des do item

3.5.2.
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3.7.7 Extracao e sequenciamento de DNA

Para extracio do DNA dos clones, os fagos considerados mais relevantes foram
novamente amplificados e purificados como descrito no item 3.7.5. Em seguida, apds a
transferéncia dos sobrenadantes para nova placa deep well, foi adicionado aos pogos 125 uLL de
PEG/NaCl e incubou-se por 10 min a 4 °C. Apds incubagdo, uma centrifugag¢do a 3.700 rpm,
por 1h a 4 °C foi realizada para precipitacdo dos fagos. Em seguida, os sobrenadantes foram
descartados e 100 uL de tampao iodeto (10 mM de Tris-HCI pH 8,0, ImM de EDTA e 4 M de
Nal) foram adicionados aos precipitados. A placa foi agitada e a precipitagdo do dcido nucleico
foi realizada pela adi¢do de 250 pL de etanol absoluto, incubados por 10 min a TA, e
centrifugados a 3.700 rpm, por 40 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram descartados, os
precipitados foram lavados com 150 pL de etanol a 70% e centrifugados novamente. O DNA
precipitado foi entdo ressuspenso em 15 pL. de dgua 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 areacdo de sequenciamento, 100 ng de DNA molde
e 10 pmol do primer -96 glII (5°-OH CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs) foram

utilizados.

3.8 Analise dos dados do sequenciamento por Bioinformatica

Para a tradugdo das sequéncias de nucleotideos codificadoras dos peptideos expressos
na proteina III do capsideo dos fagos selecionados foi utilizada a ferramenta translate do

programa ExPASYy (disponivel em http://web.expasy.org/translate/). O programa BLAST Basic

Local Alignment Search Tool (disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), por meio da
ferramenta Protein blast (BLASTp), foi utilizado para comparar o grau de similaridade das
sequéncias de aa identificadas dos peptideos selecionados com as sequéncias de proteinas
registradas de 7. crassiceps em banco de dados. Os peptideos identificados foram comparados
quanto as homologias entre os mesmos pelo programa Clustal Omega (disponivel em

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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3.9 Amplificacio e purificacido dos clones selecionados

Para a obtencdo de volume necessdrio para a aplicagdo no ensaio imunoenzimatico
(phage-ELISA) com soros de pacientes com NCC, os clones de fagos considerados mais
relevantes em especificidade foram amplificados. Inicialmente, foram adicionados 10 uL 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 °C, sob agitacao (250 rpm) e, posteriormente, foram centrifugadas por
10 min a 10.000 rpm, 4 °C. O sobrenadante foi coletado, transferido para um novo tubo e
adicionado de PEG/NaCl (1/6 do volume) para precipitacdo dos clones. Apds incubacgdo
overnight a 4 °C, em repouso, a solucdo foi centrifugada (15 min, 10.000 rpm, 4 °C), e, ao
precipitado, foi adicionado 1 mL de PBS. A suspensao foi transferida para microtubo de 1,5 mL
e centrifugada por 10 min a 14.000 rpm, 4°C. O sobrenadante foi entdo 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 °C. Ao final, foi adicionado ao precipitado 500 uL de PBS, e os fagos
foram entdo quantificados em espectrofotometro (Thermo Electron Corporation, EUA) nas
absorbancias de 269 e 320 nm e o resultado calculado pela seguinte férmula: Fago/uL =
(Absorbancia 269 nm — Absorbancia 320 nm) x 6 x 10'1/0,7222. As suspensdes quantificadas

foram estocadas a 4 °C, até o momento de sua utilizacao.

3.10 Aplicacdo dos clones de fagos selecionados no imunodiagnéstico da

neurocisticercose por phage-ELISA

Foram obtidos 3 clones de fagos considerados relevantes (especificos) e com sequéncias
de aminodcidos validas, sendo um resultante da estratégia 1 e dois da estratégia 2. Esses clones
foram avaliados quanto a aplica¢do no diagndstico sorolégico de pacientes com NCC por meio
do teste phage-ELISA. Amostras de soros de pacientes com NCC (n = 30), com outras infecgdes
parasitarias (n = 30) e de individuos sauddveis (n = 30) foram testadas. Dentre os pacientes com
outras infecgdes parasitarias, amostras de soro de pacientes mono ou poliparasitados, incluindo
Ascaris sp. (n=2), E. granulosus (n = 5), E. vermicularis (n = 3), Ancilostomatideos (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 inespecifico (fago

M13, selvagem) (1 x 10''UFC/poco), diluidos em 50 pL de tamp@o carbonato-bicarbonato (pH
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9,6). Ap6s lavagem com PBS-T, os pogos foram bloqueados com 50 uLL de PBS-T-M 5% por
1 ha37°C. Em seguida, trés novas lavagens com PBS- T foram realizadas; as amostras de soro
anteriormente descritas foram diluidas (1:200) em PBS-T-M 5%, adicionadas e incubadas por
1 ha37°C. Apés incubacao, os pogos foram lavados seis vezes com PBS-T e, na sequéncia, o
anticorpo secundério produzido em cabras, anti-IgG humana, Fc especifico, conjugado com
peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), diluido (1:2.000) em PBS-T-M 5%, foi adicionado e
incubado (1 h, 37 °C). As etapas de revelacdo e interrup¢cdo da reacio seguiram as mesmas
condig¢des do item 3.5.2. O resultado final foi ajustado subtraindo a DO média de trés clones de
fago M13 (selvagem) das leituras de DO dos clones de fagos especificos. Os valores de cut-off
foram estabelecidos utilizando a DO média de trés amostras ndo reativas mais dois desvios
padrdo. Os dados foram expressos em IE, de acordo com a férmula: IE = DO da amostra/cut-
off dos controles negativos (DO média de trés amostras ndo reativas mais dois desvios padrao).

Valores de IE > 1,0 foram considerados positivos.

3.11 Normas de biosseguranca

Todo o procedimento de coleta e manuseio das amostras de soro e reagentes, bem como
a utilizacdo dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de biosseguranca

descritas por Mineo (2009).

3.12 Analise estatistica

Os valores de cut-off para o teste ELISA para deteccio de imunocomplexos foi
estabelecido utilizando a curva receiver operating characteristic (ROC). Valores diagnosticos
de sensibilidade (Se), especificidade (Es) e drea sob a curva (ASC) também foram obtidos pela
curva ROC. Razdo de probabilidade positiva e negativa (RP+/RP-) foram calculadas
(SOPELETE, 2009). O teste one-way ANOVA, seguido pelo pods-teste de Tukey foram
utilizados para analisar diferencas entre os grupos na detec¢ao de imunocomplexos. As andlises
dos dados foram realizadas utilizando o programa computacional GraphPad Prism versao 6.0
(GraphPad Software, Inc., EUA). Foram consideradas diferencas estatisticamente significantes

quando P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacio da preparacao antigénica de 7. crassiceps

A preparagdo do extrato salino total de metacestédeos 7. crassiceps foi avaliada por
meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%), sem evidéncias de
degradacdo (Figura 5, A e B). O extrato antigénico foi mensurado e apresentou concentragdo
proteica de 12.000 pg/mL. Apds os processos de caracterizacdo e de determinagdo da

concentracdo proteica, o antigeno foi utilizado no protocolo de imunizacdo das galinhas.

Figura 5. (A) Formas metacestddeas de Taenia crassiceps utilizadas na preparagdo antigénica;
(B) Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% do extrato salino total de 7. crassiceps utilizado

nas imunizagoes das galinhas. Padrio de peso molecular (P.M.). kDa: kiloDalton.
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4.2 Imunizacoes das galinhas, obtencdo dos ovos e producdo dos anticorpos

fracionados

As galinhas imunizadas com extrato salino total de 7. crassiceps (grupo I) e com PBS
(grupo II) foram monitoradas diariamente, ndo sendo evidenciados processos inflamatérios
locais devido as imunizagdes. A experimentacdo animal foi realizada durante 9 semanas (63
dias), sendo iniciada uma semana antes da primeira imuniza¢do (semana 0, pré-imune). As

gemas obtidas provenientes dos ovos coletados diariamente foram reunidas para formar um
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pool semanal, utilizado posteriormente na producdo dos anticorpos fracionados. Amostras de
sangue foram coletadas semanalmente.

As etapas do processo de fracionamento dos anticorpos IgY provenientes das gemas dos
ovos das galinhas estdo esquematizadas na figura 6. Na primeira etapa, foi realizada a retirada
da fracdo lipidica das gemas (delipidag¢do), sendo o precipitado (P1) descartado e o
sobrenadante rico em proteinas (S1) que se formou, precipitado com sulfato de amdnio na
segunda etapa. Desta forma, um pellet (P2) rico em anticorpos IgY foi obtido e o sobrenadante
(S2) desta segunda etapa foi descartado. O rendimento médio de anticorpos IgY ao fim do
fracionamento foi de 4.903,8 pg/mL (semana O, pré-imune) a 6.100,8 pg/mL (oitava semana),

como demonstrado na Tabela 1.

Figura 6. Etapas do processo de fracionamento dos anticorpos IgY provenientes das gemas dos

ovos das galinhas.

Gema (G)

2% etapa: precipitacdo de
1* etapa: Delipidagao proteinas do
sobrenadante (S1)

Sobrenadante (S2) -
descartado

Precipitado (P1) - Sobrenadante rico em
descartado proteinas (S1)

Formacao de pellet (P2)
rico em anticorpos IgY
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Tabela 1. Concentracdo dos anticorpos IgY fracionados a partir do pool semanal das gemas

dos ovos
Semanas Periodo (dias) Concentracao IgY (ng/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 apds o fracionamento foram
isolados por cromatografia de interago tiofilica em sistema completo AKTA Prime Plus (GE
Healthcare, EUA). Apds a etapa de concentragdo em sistema de ultrafiltragdo, 1 mL dos
anticorpos fracionados foi aplicado em cada corrida cromatografica, resultando em 15 tubos (1
mL/tubo) contendo os anticorpos IgY isolados (Figura 7). Os anticorpos foram novamente
concentrados apos o isolamento, as IgY isoladas das duas semanas (6* e 8" semanas) foram
reunidas para formar um pool e, posteriormente, a dosagem do pool foi realizada, resultando
em 18124 pg/mL.

A confirmacao dapresencade IgY isolada (IgYi) foi realizada por meio de ensaios de dot-

blot, o qual permitiu a visualizacdo da presenca dessas moléculas (Figura 8).
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Figura 7. Cromatograma obtido do isolamento das imunoglobulinas Y anti-Tc (6* e §°
semanas). O pico ntimero 1 corresponde a eluicdo dos anticorpos aderidos na coluna
cromatografica (tubos 35-50) e o segundo pico (2) corresponde a ovoalbumina, que foi

descartada.
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Figura 8. Ensaio dot blot para confirmacdo da presenca de IgY anti-Tc apds processo de

isolamento. (A) IgY anti-Tc isolada; (B) Controle negativo: Soroalbumina bovina (BSA 1%).

A B

Os anticorpos IgYi foram avaliados quanto a sua integridade por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) sob condi¢des redutoras. Aliquotas de cada etapa
do processo de fracionamento (G, S1, P1, S2, P2) foram avaliadas nas mesmas condi¢des. A
comprovagdo da presenga das cadeias pesadas (65 kDa) e leves (22-24 kDa) observadas

principalmente em P2 e na IgYi ocorreu por meio do tratamento das amostras com 2-



mercaptoetanol 5%, que ocasionou a quebra das pontes de dissulfeto entre as cadeias leves e

pesadas dessas moléculas (Figura 9).

Figura 9. Eletroforese em SDS-PAGE 12%, sob condi¢des redutoras, das etapas do processo
de fracionamento e isolamento das IgY anti-Tc. G — Solugdo de gema; S1 — sobrenadante
proteico; P1 — precipitado lipidico; S2 — sobrenadante descartado pés- precipitagdo proteica;
P2 — precipitado rico em IgY pos-precipitagdo; p— pool de anticorpos isolados da sexta e oitava
semana. PM: Padrdo de peso molecular; kDa: kiloDalton; coloragdo por Coomassie Brilliant

Blue.
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4.4 Caracterizacao dos anticorpos IgY anti-Tc

4.4.1 ELISA indireto

As amostras (IgYf) provenientes das gemas e amostras de soros obtidas semanalmente
foram utilizadas no ensaio imunoenzimatico ELISA para avaliacio da cinética de produgdo dos
anticorpos IgY e de sua especificidade a 7. crassiceps. A reatividade dos anticorpos IgYf
especificos ao antigeno foi observada a partir da primeira semana (segunda semana de

experimentacdo) apds a primeira imunizagdo. Apds a segunda imuniza¢do, um aumento gradual

62



da conversdo de anticorpos IgY ocorreu até€ a sexta semana, alcan¢ando valores de IE > 10 a
partir da quarta semana. A soroconversdo também foi observada a partir da semana 1 apds a

primeira imunizacdo (IE > 1,0), com constante producdo a partir da semana 4 (Figura 10, A).
4.4.2 ELISA avidez

A avidez dos anticorpos IgY obtidos do processo de fracionamento foi avaliada pelo
teste ELISA indireto. Nesse ensaio, foram utilizadas imunoglobulinas provenientes das gemas
das semanas que apresentaram IE > 1,0. Altos indices de avidez foram observados apds o
tratamento dos complexos antigeno-anticorpo com ureia 6 M a partir da semana 5, variando de

65,8% a 95,8%, com indices maiores nas semanas 6 (84,0%) e 8 (95,8%) (Figura 10, B).

Figura 10. (A) Cinética de produgdo dos anticorpos IgY anti-Tc obtidos das gemas dos ovos
(+) e dos soros (#) das galinhas. A linha pontilhada indica o cut-off (Indice ELISA > 1); semana
0 = Pré-imunizacdo; * = imunizacdes. Ensaio de avidez (B) dos anticorpos IgY anti-Tc
fracionados obtidos das gemas dos ovos, tratados com ureia 6 M. Indice de avidez foi

considerado alto quando Al > 60%; * = imunizacdes.
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4.4.3 Reconhecimento antigénico por immunoblotting e identificacio do tecido

parasitario por imunofluorescéncia indireta

O padrio de reconhecimento de bandas polipeptidicas de Tc, utilizando pool de 1gYi,
foi obtido por immunoblotting, como demonstrado na figura 11. Foram reconhecidas bandas de

polipetideos imunodominantes nas regides de 24, 27, 38, 43, 45, 59, 70, 100, 140 e 215 kDa.
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Nenhuma banda proteica foi reconhecida quando utilizada IgY da semana pré-imune.

Para confirmar o potencial dos anticorpos IgYi em reconhecer cortes histologicos de
metacestodeos de 7. solium e T. crassiceps, ensaios de imunofluorescéncia indireta foram
realizados. Uma alta imunorreatividade evidenciada pela intensa fluorescéncia foi observada

em ambos os cortes, confirmando o compartilhamento de epitopos entre essas espécies (Figura

12).

Figura 11. Aplicacdo de anticorpos IgY1i anti-Tc na deteccdo de polipeptideos antigénicos do
extrato total de 7. crassiceps por Immunoblotting. (A) pool de 1gYi; (B) semana pré- imune.

P.M.: Padrdo de peso molecular; kDa: kiloDalton.
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Figura 12. Imunofluorescéncia indireta em cortes histolégicos de metacestédeos de T.
crassiceps e T. solium utilizando IgY1i anti-Tc. (A): anti-IgY conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC); (B): Contracolorac@o com azul de Evans; (C): das colunas A com a B.
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4.5 Aplicacao dos anticorpos IgYi anti-Tc

4.5.1 Deteccao de imunocomplexos por ELISA

Imunocomplexos circulantes no soro, formados por anticorpos IgG e antigenos
parasitdrios, foram reconhecidos por anticorpos IgYi no imunodiagnéstico da NCC pelo teste
ELISA (Figura 13, A). Amostras de soro de pacientes com NCC (grupo I), outras infeccdes
parasitarias (grupo II) e de individuos saudaveis (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 doenca
em casos negativos. O valor de ASC estabelecido pela curva ROC foi de 0,966 (Figura 13, B).

As andlises por one-way ANOV A mostraram diferencas significantes entre os trés grupos
analisados (F=79,04; P <0,0001). O pds-teste de multiplas comparacoes de Tukey apresentou
diferenca estatisticamente significante na comparacdo dos valores de IE do grupo I (m = 1,343)
com o grupo II (m = 0,633) (diferenca média = 0,710; 0,460- 0,960, 99,9% IC) e valores de IE
do grupo I com o grupo III (m = 0,593) (diferenga média = 0,750; 0,500-1,000, 99,9% IC) (P <
0,001). Os grupos II e III ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante (diferenca

média = 0,040; -0,210-0,290, 99,9% IC).
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Figura 13. (A) Deteccao de imunocomplexos por ELISA em amostras de soro de pacientes
com neurocisticercose confirmada (GI; n=30); pacientes com outras infec¢des parasitarias (GII;
n = 30) e individuos saudaveis (GIII; n = 30). A linha pontilhada indica o cut-off (Indice ELISA
> 1); as barras horizontais indicam a média e as verticais os desvios padrdes; *: one-way
ANOVA, com p6s teste de Tukey (p < 0,0001). (B) Receiver operating characteristic curves
(curva ROC) indicando no ponto de cut-off, sensibilidade (Se), especificidade (Es) e drea sob a

curva (ASC). Razdes de probabilidades (RP+ e RP) foram calculados.
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4.6 Selecao de fagos ligantes as moléculas de IgY

Apos trés ciclos de selecdo negativa, realizados para a eliminacdo dos clones que se
ligassem a anticorpos inespecificos; e trés de selecdo positiva, nos quais os clones de fagos com
peptideos ligantes das moléculas de IgY especificas foram eluidos e amplificados, foram
identificados dois clones de cada estratégia de biopanning. A identificacdo foi realizada pelo
teste ELISA, que permitiu a avaliagdo dos clones mais relevantes (especificos), e
posteriormente pelo sequenciamento de DNA dos fagos.

Para obter clones de fagos com maior especificidade, um aumento na pressdo de selecdo
foi realizado por meio do aumento na quantidade de lavagens do 1° para o 2° e 3° ciclos de
selecdo. A titulacdo dos clones de fagos foi obtida pela contagem de coldnias azuis (Figura 14),
que representam a infeccao das bactérias E. coli (ER2738) com os fagos M 13 carregando o gene
da B-galactosidase, demonstrando a quebra do substrato X— gal e a expressdo do gene da [3-
galactosidase pelo fago. Os titulos de entrada (fagos amplificados) e de saida (fagos ndo
amplificados) estdo representados na Tabela 2. A ligacdo dos peptideos dos clones de fagos aos
anticorpos IgY inespecificos na selecdo negativa ou sua remocao durante as etapas de lavagem
resultaram em maiores titulos de entrada do que de saida em ambas as estratégias utilizadas nos

ciclos de biopanning.

Figura 14. Titulacdo dos clones de fagos obtida pela contagem de colonias azuis para a
obtencdo dos titulos de entrada e saida dos ciclos de selecdo. O nimero de coldnias azuis foi
multiplicado pelo fator de diluicdo correspondente. Os resultados foram expressos em UFC

(unidade formadora de colonias).
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Tabela 2. Titulos obtidos nos ciclos de selecdo das estratégias 1 (IgY anti-Tc) e 2 (IgY anti-

dTc) por biopanning. UFC: unidade formadora de colonias.

Estratégia/ Niimero de particulas de fagos (UFC)
Ciclos de selecao
Entrada Saida
IgY anti-Tc
1° Biblioteca Original 1 x 10" 5x10*
2° Fagos do 1°ciclo 1 x 10" 1x10*
3° Fagos do 2°ciclo 1 x 10" 1x10*
IgY anti-dTc
1° Biblioteca Original 1 x 10! 47 x 10*
2° Fagos do 1°ciclo 1 x 10" 1x10*
3° Fagos do 2°ciclo 1 x 10" 1,8x 10*

Para identificac@o dos clones de fagos mais relevantes em relacdo a sua especificidade
aos alvos de selecdo, 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
absorbancia. 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 estratégia2 (IgY anti-dTc) (Figura 16, A e B).

Um terceiro ensaio foi realizado para avaliagdo 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 infec¢cdes parasitdrias (n = 42) e de individuos
sauddveis (n = 14). Os valores de absorbancia resultantes dos 3 pools utilizados foram
subtraidos com os valores obtidos quando utilizado um clone de fago inespecifico (selvagem),
testado nas mesmas condi¢des, 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 eB).
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Figura 15. Phage-ELISA para andlise da reatividade dos clones de fagos obtidos ap6s os ciclos
de biopanning. (A) Clones de fagos obtidos da Estratégia 1 (IgY anti-Tc); (B) Clones de fagos
selecionados da Estratégia 2 (IgY anti-dTc). * = clones selecionados devido a maior reatividade.
Colunas marsala e laranja representam a reatividade dos clones a IgY anti-Tc e anti-dTc,
respectivamente (A, B). Colunas cinza representam reatividade dos clones a IgY controle (A,

B). DO - Densidade 6ptica a 492 nm.
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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 a maior especificidade aos anticorpos IgY anti-
Tc e anti-dTc. Colunas marsala e laranja representam a reatividade dos clones a IgY anti-Tc e
anti-dTc, respectivamente (A, B). Colunas cinza representam reatividade dos clones a IgY

controle (A, B). DO — Densidade 6ptica a 492 nm.
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Figura 17. Phage-ELISA para screening dos clones de fagos selecionados para o diagndstico
sorolégico da NCC humana. Foram utilizados pool de soros aleatérios de pacientes com NCC
confirmada, pacientes sauddveis e pacientes com outras infec¢des parasitdrias. Um clone de
fago selvagem (irrelevante) foi utilizado como controle. (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 a maior especificidade aos anticorpos IgY anti-Tc e anti-dTc. DO

— Densidade 6ptica a 492 nm.
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4.7 Extracao e sequenciamento de DNA

As etapas de extracdo e sequenciamento de DNA foram realizadas para os clones que
apresentaram maior relevancia nos testes de validagao. O DNA dos 4 clones selecionados das
estratégias 1 (2 clones) e 2 (2 clones) foram sequenciados. Apenas um clone da estratégia 1
apresentou sequéncias de aminodcidos vélidas, enquanto na estratégia 2 a validacdo foi
observada em ambos (estratégia 1 — C11; estratégia 2 — C7 e E12). Nenhuma das sequéncias
obtidas dos clones de cada estratégia se repetiu.

A similaridade das sequéncias de aa dos peptideos com proteinas de 7. crassiceps
(Tabela 3) e T. solium (Tabela 4) registradas no GeneBank e acessadas pelo BLAST foi
observada em todos os clones que apresentaram sequéncias vdlidas. A representacdo de cores
iguais nos aminodcidos identificados (Figura 18) indicou semelhangas bioquimicas entre os
peptideos, no entanto, sequéncias consenso nos alinhamentos ndo foram constatadas quando o

programa Clustal W 2.1 foi utilizado para a anélise.

Tabela 3. Similaridade das sequéncias de aminodcidos dos peptideos ligantes das moléculas de

IgY com proteinas de T. crassiceps.

Proteinas Sequéncia Query Total ID Numero de
Estratégia/ Clones E-value
alinhadas de aa cover (%) score (%) acesso
Phosphoenolp
yrovate
Estratégia 1 )
carboxykinas e,
IgY anti- KTSPWAK 8,8 71 20,8 80 CBH36499.1
parcial
Te: Cl1
[Taenia
crassiceps)
Estratégia 2 Enolase 4
IgY anti- [Taenia
NPRIPGS 0,13 57 16,8 100 AVI57698.1
dTc: C7 crassiceps)
Estratégia 2 Enolase B
IgY anti- Taenia
8 [ SKAWHAY 2,6 57 13,4 75 AVI57696.1
dTc: E12 crassiceps)

aa (aminoacidos); ID (identidade).
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Tabela 4. Similaridade das sequéncias de aminodcidos dos peptideos ligantes das moléculas de

IgY com proteinas de 7. solium

Estratégia/

Clones

Proteinas

alinhadas

Sequéncia

de aa

E-value

Query cover

Total

(%) score

ID
(%)

Numero

de acesso

Estratégia 1
IgY anti-
Te: C11

Tsoll5
[Taenia

solium]

KTSPWAK

39

57 15,1

100

ADH?2958
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




Tabela 4. Similaridade das sequéncias de aminodcidos dos peptideos ligantes das moléculas de

IgY com proteinas de 7. solium (continuacao).

Estratégia/ Proteinas Sequéncia Query cover Total ID Nimero
Clones alinhadas de aa E-value (%) score (%) de acesso
Putative NPRIPGS
proteasome 2,7 71 15,5 80 CAD2152
maturation 7.1
protein
[Taenia
solium]
Estratégia 2 Filamin, partial
IgY anti- [Taenia 3.9 71 28,4 100 CAK9616
dTc: C7 solium] 4.1
TGTP1 42 71 12,5 80  AABO0591
[Taenia 1.1
solium]
Cystatin 1941 28 8,3 100  AIMS5117
[Taenia 1
solium]
Gyceraldehyd SKAWHAY
e-3-phosphate 8,1 42 14,2 100 ABR2422
dehydrogenas 9.1
e[Taenia
solium]
Trypsin-like
protein 8,1 57 14,2 75  ADP8956
Estratégia 2 [Taenia 6.1
IgY anti- solium]
dTc: E12
Enolase B 18 57 13,4 75  AVI26383
[Taenia 1
solium]
Hypothetical
protein 142 57 11,2 75  CAD2154
[Taenia 5.1
solium]

aa (aminoacidos); ID (identidade).



Figura 18. Anilise das sequéncias de aminodcidos obtidas em multiplos alinhamentos para a

identificacdo de regides conservadas ou motivos comuns entre os peptideos selecionados pelo

programa Clustal W 2.1. A: clone C11 (estratégia 1 - IgY anti-Tc), B: clone C7 (estratégia 2 -
IgY anti-dTc) e C: clone E12 (estratégia 2 - IgY anti-dTc).
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4.8 Phage-ELISA no diagnostico sorolégico da NCC humana

Os clones de fagos selecionados nas duas estratégias de biopanning (IgY anti-Tc e IgY
anti-dTc) considerados especificos a 7. crassiceps foram amplificados, quantificados e
avaliados por phage-ELISA como potencial ferramenta diagndstica para a NCC humana. O
potencial dos clones no diagnéstico sorolégico foi avaliado por meio da aplicagdo dos mesmos
na detec¢do de anticorpos IgG em amostras de pacientes com NCC confirmada, com outras
infec¢des parasitdrias e de individuos saudaveis, e os resultados de reatividade obtidos foram,
respectivamente: (C11) 80% (24/30), 10% (3/30) e 23,3% (7/30); (C7) 66,7% (20/30), 30%
(9/30) e 13,3% (4/30); (E12) 70% (21/30), 30% (9/30) e 20% (6/30) (Figura 19). Amostras de
soro que apresentaram IE > 1,0 nos testes diagnosticos foram consideradas positivas. Nenhuma
reatividade cruzada foi observada quando utilizada amostras de pacientes infectados com E.
granulosus (0%; 0/5). A reatividade apresentada por pacientes com outras infec¢des parasitdrias
utilizando os clones de fagos das duas estratégias de selecdo estdo apresentadas na Tabela 5.

Os parametros diagnésticos de sensibilidade, especificidade, razdes de probabilidades e



acurdcia estdo demonstrados na tabela 6. Valores de RP+ entre 2 e 5 indicam um pequeno
aumento na probabilidade da doenga; enquanto RP- entre 0,2 e 0,5 indicam pequeno decréscimo
na probabilidade da doenca.

As andlises por one-way ANOVA mostraram diferencas significativas entre os trés
grupos analisados quando utilizado o fago C11 (F=31,01; p <0,0001). O pés-teste de multiplas
comparagdes de Tukey apresentou diferencga estatisticamente significante na comparagdo dos
valores de IE do grupo I (média = 1,920) com o grupo II (média = 0,5033) (diferenca média =
1,417; 0,9664-1,867, 95% IC) e valores de IE do grupo I com o grupo III (média = 0,8200)
(diferenca média = 1,100, 0,6498-1,550, 95% IC) (p < 0,0001). Os grupos II e III nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante (diferenca média = -0,3167, -0,7669-
0,1336, 95% IC). Diferencas significativas também foram observadas entre os grupos [ e Il e I
e III quando utilizado o fago C7 (F =22,08; p < 0,0001) e E12 (F = 14,60; p < 0,0001). O pds-
teste de multiplas comparagdes de Tukey apresentou diferencga estatisticamente significante na
comparacao 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 ndo apresentaram diferencga
estatisticamente significante (C7, diferenca média = 0,2000; -0,2491-0,6491, 95% IC; E12,
diferenca média = 0,1233, -0,3207, -0,5674, 95% IC).

Andlises entre os trés fagos utilizados das duas estratégias também foram realizadas e
nenhuma diferenca 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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Figura 19. Detec¢do de IgG anti-Taenia sp. por ELISA utilizando clones de fagos selecionados
da estratégia 1 (A, C11) e da estratégia 2 (B, C7; C, E12). Amostras de soro de pacientes com
NCC confirmada (GI; n = 30); pacientes com outras infec¢des parasitarias (GII; n = 30) e
individuos sauddveis (GIII; n = 30) foram testadas. A linha pontilhada indica o cut-off (Indice

ELISA > 1). As barras horizontais indicam a média e as verticais os desvios padroes.
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Tabela 5. Reatividade das amostras de pacientes com outras infec¢cdes parasitarias quando

utilizado os clones de fagos da estratégia 1 (C11) e da estratégia 2 (C7, E12).

Amostras reativas (IE > 1,0)

Clones
Amostras de soros
C11 C7 E12

Outras parasitoses

Ancilostomatideos (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 9 9

(10%) (30%) (30%)

IE: Indice ELISA.



Tabela 6. Pardmetros diagndsticos dos clones de fagos selecionados nas duas estratégias

analisados por ELISA.

Clones Valores Diagnéstico

Se% Es% RP+ RP- Acc%

Estratégia 1

Cl1 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), razdo de probabilidade positiva (RP+), razdo de

probabilidade negativa (RP-), acuricia (Acc).



5. DISCUSSAO

Os anticorpos sdo amplamente utilizados em pesquisa, diagndstico e terapia devido a
sua capacidade de se ligar a alvos especificos (GREUNKE et al., 2008; PEREIRA et al., 2019).
A imunoglobulina da gema de ovo (IgY) € um anticorpo presente em aves, répteis, anfibios e
peixes pulmonados e, devido a sua importancia, tem sido intensivamente estudada (AMRO;
AL-QAISI; AL-RAZEM, 2018; PEREIRA et al., 2019).

A resposta imune das aves € influenciada pela dose de antigeno e a utiliza¢do de 10 a
100 pg de antigeno por mL injetado € comum. O antigeno heterdlogo de T. crassiceps utilizado
substitui de forma eficiente o de 7. solium, sendo este de dificil obtencdo a partir de suinos
naturalmente infectados (SILVA et al., 2017). A concentrag@o de anticorpos na gema do ovo
pode ser muito aumentada por meio de inoculacdes de reforco e cerca de 100-200 mg de IgY
total podem ser obtidos a partir de um tnico ovo, com 2-10% correspondendo a IgY
especifica (MUNHOZ et al., 2014; MULLER et al., 2015; PEREIRA et al., 2019), ou seja, 0s
anticorpos IgY obtidos neste estudo apresentaram alto rendimento (4,9-6,1 mg/mL) apds
extracdo a partir do pool semanal das gemasdos ovos.

A utilizacdo de adjuvantes de Freund e extratos antigénicos na imunizacdo das
galinhas € comum (FARIA et al., 2019; LOPES et al., 2019; CARRARA et al., 2020), no
entanto, processos inflamatdrios locais e queda na producao de ovos podem ocorrer. Assim, a
imunizag¢do em quatro pontos distintos da musculatura peitoral pode favorecer a minimizag¢ao
destes efeitos (SCHWARZKOPF; THIELE, 1996; CHALGHOUMI et al., 2008). Durante a
experimentacio animal deste estudo, nenhum processo inflamatério derivado das imunizagdes
foi observado.

Os anticorpos IgY obtidos da gema do ovo podem ser detectados cerca de 4-6 dias apds
a primeira imunizagdo. As galinhas geralmente sao imunizadas intramuscularmente no musculo
peitoral, o que frequentemente resulta em niveis mais altos de anticorpos no 28° dia apds a
imunizagdo. Os anticorpos especificos continuam a ser produzidos por mais de 200 dias e, na
gema de ovo, o titulo de IgY permanece muito alto por um longo periodo MUNHOZ et al., 2014;
MULLER et al., 2015; PEREIRA et al., 2019). Neste estudo, os anticorpos IgY foram
detectados uma semana apds a primeira imuniza¢ao, com altos niveis observados na sexta e
oitava semana, corroborando com o estudo realizado por LOPES et al. (2019), no qual as

galinhas foram imunizadas com extrato antigénico de Ascaris suum.
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A producdo de IgY permite a obtencdo de anticorpos com alta afinidade e avidez
(KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004). No entanto, sabe-se que anticorpos com baixa
avidez sdo produzidos durante os estdgios iniciais da resposta imune, ocorrendo aumento
progressivo da avidez apds vdrias imunizagdes em galinhas (BORGES et al., 2018).
CARRARA et al. (2020) apresentaram dados que mostravam altos indices de avidez, variando
de 66,1% (segunda semana) a 95,08% (oitava semana) apds testarem anticorpos produzidos
contra fra¢do antigénica de T. crassiceps. Considerando IA > 60% como alta avidez (VILIBIC-
CAVLEK et al., 2016), valores similares foram obtidos no presente estudo, no qual indices mais
altos de avidez foram observados variando de 65,8% a 95,8%, o que demonstra uma maior
avidez dos anticorpos apds a terceira imunizacao.

Viérios métodos de isolamento e purificacdo de IgY a partir da gema de ovo sdo
relatados, e a escolha de um método especifico depende da finalidade, custo dos materiais, escala
de extracdo, tecnologia, aplicacdo final e se requer diferentes graus de purificagio (MUNHOZ
etal.,2014; PEREIRA et al., 2019). Akita & Nakai (1993) sugeriram que o procedimento mais
eficiente e econdmico para a recuperagdo de IgY da gema de ovo em larga escala é o método
de diluicdo em 4gua sob condicdes dcidas. Além disso, a cromatografia em coluna €
frequentemente utilizada em uma etapa final apds precipitacio. Apds 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 imunolégicos para
confirmacdo da sua especificidade por meio do reconhecimento dos alvos antigénicos. A
aplicagdo de IgY em ensaios de immunoblotting e imunofluorescéncia tem sido relatada em
varios 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 polipeptidicas nas
regides de 24-215 kDa foram detectadas pela IgYi anti-Tc, mostrando a especificidade desses
anticorpos. Atencdo especial deve ser dada a banda polipeptidica na regido de 70 kDa, um
importante marcador para o diagnéstico da NCC (BARCELOS et al., 2007) que foi claramente
identificado pela IgYi.

Tini et al. (2002) utilizaram a IgY isolada por afinidade na reacdo de imunofluorescéncia
indireta com sucesso, o que também foi observado em nosso estudo, uma vez que a IgYi anti-
Tc foi aplicada nos cortes histoldgicos de metacestédeos de 7. crassiceps e T. solium, resultando
em intensa fluorescéncia. Além disso, a fluorescéncia apresentada nos cortes de tecidos de
metacestddeos de T. solium demonstra reatividade cruzada entre os parasitos, apresentando a

potencial aplicabilidade do IgY anti-Tc na deteccao de cisticercose por 7. solium.
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A IgY mostra vantagens em varios campos da medicina, principalmente no diagndstico.
A reatividade cruzada em ensaios imunoldgicos € eliminada, uma vez que a IgY ndo reage com
os receptores de mamiferos (MUNHOZ et al., 2014; ZHANG et al., 2017). Anticorpos IgY
especificos aos parasitos Plasmodium falciparum (QU et al., 2011), Cryptosporidium parvum
(KOBAYASHI et al., 2004), Toxoplasma gondii (FERREIRA-JUNIOR et al., 2012),
Schistosoma japonicum (LEI et al., 2012), Trichinella spiralis (LIU et al.,2013), T. solium
(MANHANTI 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 uteis no imunodiagndstico do
NCC. Imunocomplexos circulantes, formados pela combinagdo dos anticorpos produzidos com
determinantes antigénicos apos estimulo antigénico (LOPES et al., 2019), foram detectados de
forma eficiente pelos anticorpos IgY anti-Tc. Embora o antigeno utilizado na imunizacao das
galinhas apresente proteinas soldveis e os anticorpos produzidos tenham detectado antigeno de
membrana nos cortes histolégicos, ndo foi observada reatividade cruzada nos pacientes com
tenfase. A sensibilidade (83,3%) e a especificidade (96,7%) alcancadas em nosso estudo sdo
semelhantes as descritas previamente (CARRARA et al., 2020). Reagdes 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 antigénico total (Tc), os resultados
aqui obtidos sd@o 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 fra¢do
detergente de 7. crassiceps.

No estudo realizado por Gongalves et al. (2012), a aplicacdo de anticorpos IgG
produzidos em coelhos contra larvas filarioides (1IL3) e fémeas partenogenéticas (Fp) de S.
venezuelensis na deteccdo de imunocomplexos apresentou resultados divergentes daqueles
obtidos por Faria et al. (2019), que utilizou anticorpos IgY produzidos contra os mesmos
estagios 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 diagndstico sorolégico da estrongiloidiase quando utilizados anticorpos
IgY obtidos de gemas de ovos de galinhas.

A busca por ferramentas que proporcionem maior sensibilidade e especificidade no

imunodiagndstico da NCC humana nos induziu a aplicagdo dos anticorpos IgY anti- Tc na
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deteccao de imunocomplexos circulantes em amostras de soro e a selecdo de peptideos com
afinidade de ligac@o aos anticorpos IgY anti-Tc e IgY anti-dTc por phage- display. A selec¢do de
peptideos especificos pode ser uma alternativa aos antigenos totais, uma vez que elevadas
concentracdes (UFC) de fagos podem ser amplificadas para aplicacio diagndstica
(RAMACHANDRAN et al., 1998). Os bacteri6fagos podem ser utilizados na andlise e
subsequente clonagem da proteina de interesse com boa eficiéncia, mesmo apresentando poucos
peptideos recombinantes em sua superficie (GNANASEKAR; PADMAVATHI,
RAMASWAMY, 2005). A finalidade diagndstica de selecdo de peptideos 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 selecdo de fagos foi realizada utilizando-se duas estratégias: estratégia 1 (IgY anti-
Tc) e estratégia 2 (IgY anti-dTc). Em ambas as estratégias de selecdo, foi utilizada uma
biblioteca de peptideos de sete aminodcidos conformacionais (Ph.D.-C7C) expressos em fagos
filamentosos M13. Com o objetivo de evitar possiveis casos de reatividade cruzada no
diagndstico soroldgico, a selecdo negativa de clones foi realizada com anticorpos IgY
inespecificos produzidos pelas galinhas.

Ap6s 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 aplicaveis no diagndstico sorolégico da NCC humana resultou
na selecdo de quatro clones de fagos (C11 e D8, estratégia 1; C7 e El12, estratégia 2) e
submetidos ao sequenciamento de DNA para deducdo das sequéncias de aminodcidos. As
sequéncias de peptideos validas (clones C11, C7 e E12) apresentaram diferentes graus de
similaridade com proteinas de 7. 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
nimero de pareamentos perfeitos entre a sequéncia obtida e a presente no banco de dados foi
pequeno.

A identidade também foi avaliada, indicando a similaridade por meio da soma do
nimero de aminodcidos idénticos e os que sdo diferentes na comparacdo, mas que apresentam
score positivo (AMARAL; REIS; SILVA, 2007). Considerando esses parametros (E-value,

Score e Identidade), melhores resultados foram apresentados pelos clones C11 (estratégia 1) e
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C7 (estratégia 2). O principal alinhamento em relacdo ao clone C11 ocorreu com a proteina
Tsoll5 de T. solium, que pertence a familia de antigenos de 45W e € conhecida por ser expressa
na superficie das oncosferas, sendo proposta como um antigeno diagnéstico (LUNDSTROM et
al., 2010). O clone C7 apresentou principal similaridade com as proteinas enolase 4 de 7.
crassiceps, putative proteasome maturation protein e filamin, partial de T. solium. A enolase é
uma enzima glicolitica encontrada em vérias 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; AYON-NUNEZ et al., 2018); sua designagado foi proposta como
EnoA, EnoB, EnoC e Eno4 com o objetivo de enfatizar as isoformas nao ort6logas de seus
homélogos vertebrados (AYON-NUNEZ et al., 2018). A enzima é expressa no tegumento da
forma metacestddea e apresenta capacidade de ativacdo de plasminogénio (ZHANG et al. 2015;
AYON-NUNEZ et al., 2018), sendo recentemente descrita como uma potencial candidata a
vacina (YANG et al., 2010; CHEN et al., 2012). A proteina de maturacdo putativa do
proteossoma (putative proteasome maturation protein) € essencial para a maturacdo do
complexo proteolitico do nticleo do proteassoma 20S (PIAO et al., 2019) enquanto a filamina
(filamin) é uma proteina de excrecdo/secrecdo do metacestddeo que possui diversidade de
ligacdo; é conectora de diversas proteinas responsaveis pela transducio e tradugdo de sinais,
além de serem ligantes mecanicas de filamentos de actina. Afilamina de S. mansoni possui alto
potencial vacinal, uma vez que € associada ao tegumento do parasito (MOHAMED et al., 2008;
VICTOR et al., 2013).

Quando comparados os valores resultantes dos testes de aplicacio diagndstica (Phage-
ELISA) utilizando clones das estratégias 1 e 2, melhores parametros diagndsticos foram obtidos
da selecao 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 ez al. (2010), que ao selecionar peptideos
capazes de detectar anticorpos IgG circulantes em pacientes com NCC, obtiveram sensibilidade
de 80% quando utilizado o clone NC;2. No presente estudo a sensibilidade e acurdcia foram
maiores quando utilizado o clone de fago C11, comparado com os valores obtidos por Manhani
et al. (2011), estudo no qual peptideos recombinantes contra IgY anti-7. solium foram
selecionados. No entanto, uma menor especificidade é observada neste quando comparado com
o estudo anteriormente mencionado.

Os resultados das duas ferramentas de diagndstico empregadas neste estudo foram
comparados. Melhores parametros foram evidenciados quando anticorpos IgY isolados anti-Tc

foram aplicados na deteccao de imunocomplexos circulantes em relacdo ao segundo método,
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no qual clones de fagos expressando peptideos ligantes de moléculas de IgY anti-Tc foram
selecionados para identificagdo de anticorpos IgG no imunodiagnéstico da NCC humana. Foi
observada menor especificidade quando empregada a segunda técnica, uma vez que 0s
bacteriéfagos naturalmente encontrados na microbiota intestinal de trato digestivo de humanos
resultam em resposta do sistema imunoldgico, o que pode ocasionar maior nimero de casos
falso positivos utilizando os testes phage-ELISA (MIRZAEIL; MAURICE, 2017; NAVARRO;
MUNIESA, 2017). Além disso, resultados falso-negativos podem estar associados a casos
assintométicosda doenca (REY, 2008) ou ainda ocorrer em casos de NCC parenquimal, como
sugerido por ZINI; FARREL; WADEE (1990).

A obtencdo do antigeno do parasito € cada vez mais dificil devido aos progressos dos
programas de erradicacdo da cisticercose. Assim, uma alternativa simples e de baixo custo em
aplicacdes diagnosticas sdo os antigenos proteicos sintéticos (SCHEEL et al., 2005). Além
disso, a sintese de peptideos sintéticos produzidos a partir de sequéncias originadas por phage-
display seria uma alternativa para eliminacio da reatividade cruzada, uma vez que resultados
promissores foram obtidos quando esses peptideos foram utilizados no diagndstico de infecgdes
parasitdrias (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 sdo altamente
especificos, apresentando eficiéncia e potencial aplicabilidade como ferramenta no
imunodiagnodstico da NCC humana. Ressalva-se que este € um teste preliminar € um painel
maior de amostras de soro deve ser avaliado para corroborar com sua efici€éncia. Estudos futuros
devem ser realizados para avaliar o potencial dos anticorpos IgY anti-Tc na terapia e na
formulacdo de protocolos de vacina humana e suina, bem como a aplicabilidade de peptideos
sintéticos produzidos a partir das sequéncias obtidas neste estudo por phage-display no

imunodiagnostico de NCC humana.
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6. CONCLUSAO

Galinhas imunizadas com extrato salino total de formas metacestodeas de 7. crassiceps
produziram anticorpos com alta rentabilidade, especificidade e avidez;

As imunoglobulinas Y anti-Tc isoladas foram eficazes como ferramenta no diagndstico
soroldgico da NCC humana, detectando imunocomplexos circulantes em soros de pacientes que
apresentavam a doenca, diferenciando-os dos grupos de individuos sauddveis 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 proteinas de 7. crassiceps e T. solium e aplicabilidade no
imunodiagndstico 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 imunodiagndstico da

neurocisticercose humana.
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