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RESUMO

A ascaridiase humana ¢ uma doenga tropical negligenciada de grande relevancia para a saude
publica e ¢ considerada a helmintiase mais frequente em regides pobres. O diagndstico preciso
desta parasitose tem sido um desafio, devido as limita¢gdes dos métodos diagnosticos atuais. A
tecnologia IgY (imunoglobulina Y) € uma alternativa para a produg@o de anticorpos de alto
rendimento e especificos, e possui varias vantagens, como por exemplo, a manutengdo de
galinhas ¢ financeiramente acessivel, os animais sdo facilmente manejados, além de ser uma
técnica eficaz. Este estudo teve como objetivo produzir, fracionar, purificar, caracterizar e
aplicar anticorpos IgY policlonais anti-Ascaris suum no imunodiagnostico da ascaridiase
humana. Cinco imunizagdes com extrato salino total de adultos de A. suum foram realizadas,
em intervalos de 14 dias, em galinhas (Gallus gallus domesticus) da linhagem Isa Brown. Os
ovos e as amostras de sangue foram coletados semanalmente e quinzenalmente,
respectivamente, para monitorar a produg@o de anticorpos. As imunoglobulinas IgY, obtidas
dos ovos, foram purificadas em coluna de afinidade Hi7rap IgY Purification em sistema
completo de cromatografia AKTA Prime Plus. A especificidade dos anticorpos foi confirmada
por dot-blot, SDS-PAGE 12%, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) de cinética,
ELISA de avidez, immunoblotting e imunofluorescéncia indireta. A aplicagdo no diagndstico
foi realizada através da detec¢do de imunocomplexos, em amostras de soro humano, por ELISA
sanduiche. Picos de producdo da IgY anti-A. suum ocorreram nas semanas seis e oito. Os
anticorpos apresentaram altos niveis de avidez apos a segunda dose de imunizagéo, variando de
64 a 93%, com indice de avidez médio de 78,30%. A IgY purificada reconheceu 12 bandas
proteicas do extrato salino de A. suum no ensaio de immunoblotting. Os ovos do parasito, a
parte uterina e cuticulas de fémea adulta de A. suum foram reativas na imunofluorescéncia. A
detec¢do de imunocomplexos mostrou valores diagnosticos de 80% de sensibilidade e 90% de
especificidade. Em conclusdo, anticorpos IgY parasito-especificos demonstraram ser uma
potencial ferramenta imunodiagndstica, com promissoras aplica¢des futuras na terapia da

ascaridiase humana.

Palavras-chave: Ascaridiase humana, Imunodiagnostico, Immunoblotting,

Imunofluorescéncia, Imunocomplexo, Tecnologia IgY.
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ABSTRACT
Immunodiagnosis of human ascariasis: a new serological approach using IgY technology

Human ascariasis is a neglected tropical disease of great relevance to public health and is
considered the most frequent helminthiasis in poor regions. Accurately diagnosing the presence
of this parasitosis has been challenging due to limitations of current diagnostic methods.
Immunoglobulin Y (IgY) technology is an alternative for the production of highly specific and
profitable antibodies with several advantages, i.e. the keeping of chickens is affordable, the
animals are easily handled and it is very effective. This study aimed to produce, fractionate,
purify, characterize and apply polyclonal IgY antibodies anti-Ascaris suum in the
immunodiagnosis of human ascariasis. Five immunisations with total saline extract of A. suum
adult life forms were performed at 14-day intervals in hens (Gallus gallus domesticus) of the
Isa Brown line. Eggs and blood samples were collected weekly and fortnightly, respectively, to
monitor the production of antibodies. IgY immunoglobulin obtained from eggs was purified in
a HiTrap IgY Purification affinity column in a complete AKTA prime plus chromatography
system. The specificity of antibodies was confirmed by dot-blot, SDS-PAGE 12%, kinetic
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), avidity ELISA, immunoblotting and indirect
immunofluorescence antibody tests. Application in the diagnosis was performed through
detection of immune complexes, in human serum samples, by sandwich ELISA. Peaks of IgY
anti-A. suum production occurred at six and eight weeks. The antibodies showed high avidity
levels after the second dose of immunisation, ranging from 64% to 93% and a mean avidity
index of 78.30%. Purified IgY recognised 12 bands of proteins of A. suum saline extract in the
immunoblotting assay. Eggs, the uterine portion and cuticles of A. suum female adult were
reactive in immunofluorescence by IgY. The detection of immune complexes showed
diagnostic values of 80% sensitivity and 90% specificity. In conclusion, parasite-specific IgY
antibodies have been shown to be a potential immunodiagnostic tool with promising future
applications in human ascaridiasis therapy.

Keywords: Human ascariasis, IgY technology, Immune complex, Immunoblotting,

Immunodiagnosis, Immunofluorescence.
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1. INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas (Neglected Tropical Diseases — NTDs) causam alta
morbidade, incapacidade e, conseqlientemente, tém elevado impacto socioecondomico (VLAS
et al., 2016). As geohelmitiases, infec¢des parasitarias humanas de grande relevancia para a
saude publica, sdo as NTDs mais predominantes da América Latina e consideradas as infec¢des
mais prevalentes da humanidade (PULLAN; BROOKER, 2012). Dentre os geohelmintos,
destacam-se: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, ancilostomatideos e Strongyloides
stercoralis. Estes parasitos sdo considerados causas de anemia por deficiéncia de ferro,
desnutri¢do, prejudicam o crescimento e desenvolvimento cognitivo das criangas, causam
resultados adversos na gravidez e reduzem o desempenho em adultos (ECHAZU et al., 2015;
CLAUS etal., 2018).

A ascaridiase humana, causada pelo nematddeo A. lumbricoides (Linnaeus, 1758), ¢
uma das parasitoses mais comuns no mundo, apresentando distribui¢do em mais de 150 paises
(SILVA; MASSARA, 2016). Dados publicados no Global Burden Disease Study (GBD) em
2010, calculam que dentre os 5,19 milhdes de anos de vida ajustados por incapacidade (DALY)
perdidos para as infecgdes intestinais causadas por nematddeos, 1,32 milhdes sdo para a
ascaridiase (HOTEZ et al., 2014). Outra espécie do género Ascaris ¢ Ascaris suum, (Goeze,
1782) cujos suinos sdo hospedeiros definitivos, sendo uma parasitose de importancia mundial
na suinocultura, resultando em perdas economicas significativas para esta industria; uma vez
que pode prejudicar o processo de absorcdo intestinal, diminuir os ganhos de massa corporal,
diminuir a qualidade da carne ou diminuir o teor de carne na carcaga e interferir na eficacia de
vacinas (FRONTERA et al. 2005; DOLD; HOLLAND, 2011, KNECHT; JANKOWSKA;
ZALESNY, 2012; VLAMINCK et al., 2014).

Apesar de ambas as espécies demonstrarem forte afinidade por seus hospedeiros
convencionais, estudos relacionados a infec¢@o cruzada demonstraram que 4. lumbricoides tem
a habilidade de infectar suinos, e A. suum, seres humanos. Em uma pesquisa realizada na
Dinamarca, foram encontrados hospedeiros humanos infectados com parasitos de origem suina,
indicando estes animais como um potencial reservatorio da infecgdo para a populagdo humana
(TAKATA, 1951; GALVIN, 1968). Em paises em desenvolvimento, onde ambos hospedeiros
partilham a convivéncia, também € comum encontrar genotipos de Ascaris tipicos de suinos em
humanos. Pode-se interpretar que essa seja uma indicagdo de que a infec¢do cruzada também
ocorra nessas regides, e, portanto, ha um potencial zoonotico nesses animais (ALVES;

CONCEICAO; LELES, 2016).
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O diagnostico da ascaridiase humana ¢ realizado por meio do exame parasitologico, o
qual detecta ovos do helminto nas fezes, entretanto possui limitagdes, uma vez que estes ovos
sdo liberados 60 dias apos a infec¢do (SILVA; MASSARA, 2016; BHARTI, BHARTI,
KHURANA, 2017). Desse modo, métodos diagnosticos mais sensiveis sdo necessarios para
detectar a infec¢do por A. lumbricoides precocemente.

A imunoglobulina Y (IgY) € o anticorpo mais abundante no sangue € em gemas de ovos
de galinhas (Gallus gallus domesticus). Além de estar presente no sangue dos animais, ¢
transferida para a gema do ovo, via foliculo ovariano, onde ¢ acumulada, conferindo imunidade
passiva a embrides e neonatos (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995). A produgio e a utilizagdo
de anticorpos IgY apresentam vantagens sobre os anticorpos IgG de mamiferos, principalmente
em relacdo a grande massa de imunoglobulinas em cada ovo, redu¢do do sofrimento e dano
animal por evitar a sangria das galinhas, facilidade no isolamento e fracionamento das gemas,
reducdo no nimero de animais utilizados e consequentemente reducao de despesas (TINI et al ,

2002; KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).

1.1 Morfobiologia de Ascaris lumbricoides

O género Ascaris pertence ao reino Animalia, filo Nematoda, Classe Secernentea,
ordem Ascaridida, familia Ascarididae, subfamilia Ascaridinae (SILVA; MASSARA, 2016;
NCBI, 2018). Em A. lumbricoides, as formas adultas sdo longas, robustas, cilindricas e com
extremidades afiladas, sobretudo na regido anterior. Este parasito n3o possui sistema
circulatorio; e todas as visceras dos parasitos adultos, incluindo os sistemas digestério, excretor,
nervoso e reprodutivo, estdo suspensos na cavidade corporal ou pseudoceloma (KHUROO,
1996). O tamanho do parasito depende da carga parasitaria e do estado nutricional do individuo
parasitado, desse modo, as dimensdes descritas se referem a nematddeos recolhidos de criangas
com baixa carga parasitaria e bem nutridas (REY, 2011; SILVA; MASSARA, 2016).

Os machos adultos medem em torno de 20 a 30 cm de comprimento por 2 a 4 mm de
largura. Possuem cuticula lisa, brilhante e com finas estriagdes anulares de coloragdo branco-
marfim ou rosada. Na extremidade anterior encontra-se a boca ou vestibulo bucal, contornada
por trés grandes labios (um dorsal e dois latero-ventrais) providos de papilas sensoriais, com
serrilha de denticulos e sem interlabios. Apos, estdo localizados o es6fago musculoso e o
intestino retilineo e achatado. O reto € envolvido por musculos depressores e se comunica com
o exterior por um anus em forma de fenda transversal. Ao seu entorno agrupam-se numerosas
papilas sensoriais. Apresenta testiculo filiforme e enovelado, que se diferencia em canal

deferente, em seguida tém-se o canal ejaculador que se abre na cloaca. O macho apresenta ainda
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dois espiculos grossos, curvos e iguais, que podem ser projetados para fora da cloaca ou ficar
retraidos, e funcionam como 6rgdos acessorios da copula. A extremidade caudal possui um
enrolamento ventral, espiralado, e este € o carater sexual externo de diferenciacdo da fémea. Na
cauda também sdo encontradas papilas pré-cloacais e cloacais (REY, 2011; SILVA;
MASSARA, 2016).

As fémeas adultas s3o maiores e mais grossas que os machos, medindo cerca de 30 a 40
cm de comprimento por 3 a 6 mm de largura. Porém, quando muitas dezenas ou centenas de
parasitos ocupam o mesmo habitat, as dimensdes reduzem-se, com as fémeas atingindo de 10
a 15 cm de comprimento. Possuem cuticula, boca e aparelho digestivo semelhantes aos do
macho. Grande parte da cavidade pseudoceldmica € ocupada pelos o6rgdos genitais. Possuem
dois ovarios filiformes e enovelados que se apresentam como um filamento branco longo e
delgado que ddo sequéncia a ovidutos, se diferenciando em uteros. Cada utero comega na regiao
posterior do corpo do helminto e se dirige para frente, se unindo em uma Unica vagina, que se
exterioriza pela vulva, localizada no terco anterior do parasito. A abertura vaginal € quase
imperceptivel e encontra-se na face ventral, sobre a linha mediana. A extremidade posterior da
fémea ¢ retilinea ou ligeiramente curvada (REY, 2011; SILVA; MASSARA, 2016).

Os ovos originalmente sdo brancos, porém em contato com as fezes adquirem cor
castanha. S3o grandes, em torno de 50 x 60 um, ovais ou quase esféricos e possuem capsula
espessa, devido a membrana externa mamilonada, que € secretada pela parede uterina e formada
por mucopolissacarideos. A presenga dessa membrana facilita a aderéncia dos ovos a
superficies, propiciando sua disseminag@o. A esse envoltorio seguem-se uma membrana média,
constituida por quitina e proteinas, e outra mais interna, delgada e impermeavel a agua,
constituida 25% de proteinas e 75% de lipidios. Essa tltima camada confere ao ovo grande
resisténcia as condi¢des do ambiente e dessecagdo. Ainda internamente, 0 ovo apresenta uma
massa de células germinativas. As fémeas ndo fecundadas podem eliminar ovos inférteis,
portanto incapazes de posterior evolugdo. Estes sdo mais alongados (80 a 90 um de
comprimento) e possuem membrana mamilonada mais delgada, camada albuminosa muito
reduzida e citoplasma granuloso. Algumas vezes também sdo encontrados nas fezes ovos

férteis, porém com membrana mamilonada ausente (REY, 2011; SILVA; MASSARA, 2016).

1.2 Modo de transmissio e ciclo biologico de Ascaris lumbricoides
Ascaris lumbricoides ¢ um nematodeo que habita o trato gastrointestinal do homem e o
parasito adulto possui duragdo de vida em torno de 6 a 18 meses (KHUROO et al., 2016). Em

infec¢des moderadas os adultos sdo encontrados no intestino delgado, principalmente no jejuno
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e ileo; entretanto, em infec¢des intensas, ocupam todo o orgdo (REY, 2011; SILVA;
MASSARA, 2016). Podem se fixar a mucosa intestinal com o auxilio dos labios, migrar pela
luz intestinal ou enovelar um verme no outro. A transmissdo ocorre pela ingestdo de dgua ou
alimentos contaminados com ovos férteis do parasito. Muitas vezes, dguas de corregos que sao
utilizadas para a irrigacdo de hortas estdo contaminadas e acarretam na contaminagdo de
verduras com ovos viaveis. Além disso, poeira, aves e insetos sdo capazes de veicular
mecanicamente ovos de A. lumbricoides. Geofagia é um fator de risco significante em criangas,
além disso, costumam se infectar ao brincar em solos contaminados, uma vez que suas maos
sujas podem levar os ovos diretamente para a boca ou contaminar brinquedos e objetos que
entrardo, posteriormente, em contato com a boca de outras criangas (HALL; HOLLAND, 2000,
SCOTT, 2008).

Ascaris lumbricoides ¢ o nematddeo parasito do homem mais comum e abundante e tem
um ciclo bioldgico relativamente simples, do tipo monoxénico. Cada fémea fecundada € capaz
de ovipor cerca de 200.000 ovos por dia, ndo embrionados, que chegam ao ambiente jJuntamente
com as fezes. O embrionamento dos ovos acontece no meio exterior com o auxilio de solo
umido e sombreado, além da presenga de oxigénio, pois nesta fase o parasito utiliza suas
reservas lipidicas e apresenta metabolismo anaerobio. Em temperaturas 6timas, em torno de 25
a 30 °C, o embrionamento pode ocorrer em 15 dias. A primeira larva (L1) formada dentro do
ovo ¢ do tipo rabditoide e apds uma semana, ainda dentro do ovo, se transforma em larva de
segundo estadio (L2) e em seguida sofre nova muda transformando-se em L3 infectante com
esofago filarioide. Os ovos podem permanecer viaveis e infectantes no solo por até 15 anos,
podendo ser ingeridos pelo hospedeiro, completando assim o ciclo biologico (REY, 2011,
KHUROO et al., 2016; SILVA; MASSARA, 2016; COOPER; HOLLINGSWORTH, 2018).

Apos a ingestdo, os ovos contendo as L3 atravessam todo o trato gastrointestinal, sendo
dissolvidos no estdmago devido a agdo do suco gastrico, e as larvas sdo liberadas no intestino
delgado. A eclosdo das larvas também ocorre devido a estimulos fornecidos pelo proprio
hospedeiro, como a presenga de agentes redutores, pH, temperatura, sais e a concentragdo de
COg, cuja auséncia inviabiliza a eclosdo. Uma vez liberadas, as larvas alcangam o ceco e
penetram através da mucosa, caindo nos vasos linfaticos e na veia mesentérica superior até
atingir o figado entre 18 a 24 horas ap0s a infec¢@o. As larvas aumentam consideravelmente de
tamanho, atravessam os sinusoides hepaticos e veias hepaticas, em dois a trés dias chegam ao
atrio direito pela veia cava inferior e apds quatro a cinco dias sdo encontradas nos pulmdoes
(ciclo de Loss). Cerca de oito dias pos-infeccdo, as larvas sofrem muda para L4, rompem os

capilares e caem nos alvéolos pulmonares, onde sofrem muda para L5. Sobem pela arvore
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brénquica e traqueia até atingir a faringe, podendo entdo ser expelidas ou deglutidas. Ao ser
deglutidas, atravessam o estdbmago e atingem o intestino delgado, transformando-se em adultos
entre 20 a 30 dias apds a infeccdo. Em 60 dias alcangam a maturidade sexual, copulam e
ovipdem (DOLD; HOLLAND, 2011; REY, 2011; KHUROO et al., 2016; SILVA; MASSARA,
2016; JOURDAN et al., 2017).

1.3 Epidemiologia da ascaridiase

A ascaridiase ¢ possivelmente a primeira helmintiase humana registrada, sendo o
parasito A. lumbricoides referido em textos da Mesopotamia, Grécia, Roma e China.
Inicialmente, este nematdodeo foi confundido com o anelideo comumente conhecido por
minhoca, e descrito como tal pelos gregos e romanos, até que em 1758, Linnaeus descreveu o
género Ascaris (da palavra grega Askaris, significando “verme”) (KHUROO, 1996). A
epidemiologia da ascaridiase, assim como das demais geohelmintoses, € uma interdependéncia
de fatores humanos (socioecondmicos e culturais), ambientais (temperatura, umidade, tipo de
solo) e fatores ligados a biologia do helminto (FORTES et al., 2004).

Atualmente, a ascaridiase humana ¢ uma doenga cosmopolita, sendo amplamente
distribuida em regides tropicais e temperadas. Entretanto, a infec¢do tem maior incidéncia nos
lugares de clima quente e umido, bem como onde as condigdes higiénicas da populacdo sdo
mais precarias (SCOTT, 2008). Baixas condi¢des socioecondmicas estdo ligadas com uma alta
prevaléncia da ascaridiase; o parasito A. lumbricoides é considerado o helminto mais frequente
em regides pobres, com estimativa de prevaléncia de aproximadamente 25%, ou seja, em torno
de 1,4 bilhdes de pessoas estdo infectadas mundialmente, sendo mais frequente em criangas e
adolescentes (KHUROQOO et al., 2016; SILVA; MASSARA, 2016; JOURDAN et al., 2017,
PARIJA; CHIDAMBARAM; MANDAL, 2017).

Cerca de um terg¢o da populagdo em paises em desenvolvimento ndo vivem em locais
apropriados e com condi¢des adequadas de higiene, o que pode favorecer a prevaléncia e a
intensidade da infec¢do por A. lumbricoides, devido a presenca de condigdes propicias para a
transmissdo desta parasitose (CROMPTON; SAVIOLIL, 1993). Estima-se que 73% das
infeccdes estdo presentes na Asia, enquanto 12% estdo localizadas na Africa e 8% na América
Latina (PETERS, 1978; O’LORCAIN; HOLLAND, 2000). Na Africa, por exemplo, a
prevaléncia ¢ baixa onde o clima ¢ arido, no entanto, em fun¢do do microclima, a prevaléncia
¢ alta nos odsis, devido as condi¢des quentes e imidas (O’LORCAIN; HOLLAND, 2000; REY,
2011).
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A infeccdo ¢ atipica em grandes cidades no Continente Europeu, no entanto algumas
areas rurais apresentam alta prevaléncia. Nos Estados Unidos, em torno de 4 milhdes de pessoas
estdo infectadas, localizadas especialmente em comunidades de imigrantes vindas de paises em
desenvolvimento (VALENTINE; HOFFNER; HENDERSON, 2001; KHUROO et al., 2016).
Inicialmente, no Brasil, utilizando os resultados do inquérito helmintologico realizado por
Pellon e Teixeira em 1950, calculou-se a prevaléncia da ascaridiase na populagdo brasileira em
71,4%. Diversos estudos realizados no nosso pais mostraram elevado acometimento dessa
parasitose intestinal, com 25% de prevaléncia em pré-escolares (COSTA-MACEDO et al,
1998), 53,6% em criangas de até 12 anos (SILVA et al., 2011) e 42,3% para maes de lactentes
(COSTA-MACEDQ, COSTA; ALMEIDA, 1999). Um levantamento realizado por Carvalho et
al. (2002) em trés mesorregides do estado de Minas Gerais mostrou que A. lumbricoides tem

prevaléncia de 10,3% nesses locais.

1.4 Sintomatologia da ascaridiase

Na maioria dos casos, os individuos infectados por A. lumbricoides sdo assintomaticos
(VALENTINE; HOFFNER; HENDERSON, 2001), no entanto, em torno de 120 a 220 milhdes
de pacientes apresentam casos de morbidade associada (DOLD; HOLLAND, 2011). A
morbidade e mortalidade aumentam diretamente com a carga parasitaria encontrada no
hospedeiro. A maioria dos casos de morbidade acontecem em criangas escolares, devido a seus
habitos higiénicos e ao limen intestinal ser mais estreito do que em adultos (CROMPTON,
1999; DOLD; HOLLAND, 2011). Individuos com infec¢des de baixa intensidade normalmente
sdo considerados assintomaticos, no entanto, infecgdes macigas podem levar a lesdes hepaticas
e pulmonares (SILVA; MASSARA, 2016).

A patogenia da ascaridiase acompanha o ciclo do parasito, ou seja, os efeitos
relacionados a infecgdo diferem ao longo do curso de migracdo das larvas no hospedeiro e o
seu desenvolvimento (DOLD, HOLLAND, 2011, SILVA; MASSARA, 2016). As
manifestagdes clinicas da doenca podem ser caracterizadas em sintomas agudos ou cronicos.
Durante a passagem das larvas dos pulmdes para os alvéolos, os hospedeiros podem
experienciar inflamagdo pulmonar aguda, com ocorréncia de varios focos hemorragicos no
orgdo, e inchacos dos alvéolos com infiltrado inflamatorio por neutréfilos e eosindfilos.
Dependendo do numero de parasitos presentes, a migracdo das larvas pelos alvéolos pode
acarretar em um quadro pneumodnico com febre, tosse, dispneia, bronquite e asma. Na tosse
com muco, o catarro pode ser sanguinolento e apresentar larvas do helminto (O’LORCAIN;

HOLLAND, 2000; DOLD; HOLLAND, 2011; SILVA; MASSARA, 2016).
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Na ascaridiase cronica, a presenga de grande numero de parasitos no intestino pode ter
acdo espoliadora, na qual os adultos consomem grande quantidade dos nutrientes do individuo,
levando o mesmo a subnutri¢do. Além disso, os helmintos podem enovelar-se na luz intestinal,
causando obstru¢do. Essa obstrugdo também pode ser complicada com o desenvolvimento de
volvulus (obstrugdo causada por tor¢ao ou né do trato gastrointestinal), volvulus com gangrena
e intussuscep¢do (condigdo em que parte do intestino sofre uma invaginagdo) (KANNEGANTI,
MAKKER; REMY, 2013). Um agravante nesses pacientes com alta carga parasitaria ¢ quando
o parasito apds alguma a¢do irritativa, como febre ou uso improprio de medicamento, desloca-
se do seu habitat normal, atingindo outros 6rgaos; como o trato biliar, causando cdlica biliar e
colelitiase (CHOI, SEO, 2017; ISMAILI-JAHA et al., 2018); apéndice cecal, causando
apendicite; pancreas, ocasionando a pancreatite; peritdnio, levando & um granuloma peritoneal,
e ouvido médio. Outros sintomas da infec¢do cronica por A. lumbricoides sdo distensdo
abdominal, dor abdominal, coélica, nadusea, diarreia, edema e urticaria (VALENTINE;
HOFFNER; HENDERSON, 2001; LI et al, 2014: ANDRADE et al, 2015; SHAH:;
SHAHIDULLAH, 2018). A ascaridiase também pode levar a intolerancia a lactose € a ma
absor¢do de vitamina A e outros nutrientes, o que pode, por sua vez, causar danos nutricionais

e falta de crescimento em criangas (BETHONY et al., 2006).

1.5 Imunologia da ascaridiase

A resisténcia a infec¢do por A. lumbricoides é altamente determinada pela resposta
imune inata e adaptativa do hospedeiro. A infec¢do cronica da ascaridiase induz forte resposta
humoral do tipo Th2, caracterizada por niveis elevados de anticorpos especificos e ndo-
especificos de todos os isotipos e subclasses de IgG; interleucinas IL-4, IL-5, e 1IL-13; e
eosinofilia (SCOTT, 2008; COOPER; FIGUIEREDQ, 2013). O papel dessa resposta humoral
na infec¢do ainda € controverso; alguns autores sugerem que a resposta com anticCorpos
parasito-especificos pode conferir um grau de prote¢do contra a re-infec¢do, enquanto outros
propdem que tal resposta simplesmente reflete a intensidade de infec¢do do individuo, sem
nenhum envolvimento de mecanismos protetores (HAGEL et al., 1993; KING et al., 2005).
Além dessas opinides, McSharry et al. (1999) sugerem que a resposta humoral protege o
hospedeiro, entretanto, como uma consequéncia indireta de processos inflamatorios.

Alguns estudos evidenciaram que a resposta Th2 induzida por 4. lumbricoides ajuda a
prevenir e/ou controlar diversas condi¢gdes atdpicas (manifestacdes clinicas de
hipersensibilidade mediadas por IgE) e autoimunes, nas quais a resposta Thl ¢ considerada

patogénica (MOLLER et al., 2007). Algumas explica¢des sugerem que esse controle pode ser
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resultante da regulacdo cruzada entre os fenotipos dos dois tipos de respostas; ou devido a
influéncia de citocinas T-regulatorias (Treg) (SCHAFER et al., 2005; SCOTT, 2008).

Embora em muitas infec¢des a correlagdo entre os titulos de anticorpos e a produgdo de
ovos ndo seja identificada, existem evidéncias que individuos com anticorpos especificos para
Ascaris sp. e citocinas pertencentes a resposta Th2, apresentam baixa porcentagem de ovos por
grama de fezes (OPG) (KING et al., 2005). Isso pode sugerir que a continua exposi¢do ao
parasito age como um booster para a manutencdo de respostas imunes elevadas, e que
individuos com baixa resposta imune tendem a ter maior liberag@o de ovos nas fezes, indicando
possivel debilitagdo em suas habilidades de controlar a infec¢do (KING et al., 2005; SCOTT,
2008).

A ascaridiase larval, ocasionada pela migragdo de larvas pelos 6rgdos do hospedeiro, ¢
caracterizada por infiltrados inflamatoérios compostos por neutrofilos, seguido de eosindfilos e
células mononucleadas (NOGUEIRA et al., 2016). Esta resposta imune parece ser protetora
para o hospedeiro e concomitante a outras infec¢cdes helminticas. De fato, estudos mostraram
que criangas sao mais susceptiveis a uma maior prevaléncia e intensidade da ascaridiase do que
adultos; inferindo que uma protecdo parcial contra o parasito ¢ adquirida durante os anos

(HOLLAND, 2009; COOPER; FIGUIEREDO, 2013).

1.6 Diagnostico da ascaridiase

O diagnostico da ascaridiase € realizado pela microscopia optica, a partir da observagao
de ovos do parasito nas fezes do hospedeiro através do exame parasitologico de fezes (CLAUS
et al., 2018). Porém, ndo ¢ possivel fazer a diferencia¢do dos ovos de origem humana ou suina,
uma vez que eles sdo idénticos (LELES et al., 2012). Uma vez que as fémeas liberam milhares
de ovos diariamente, ndo ha necessidade de uma metodologia especifica, bastando a técnica de
sedimentacdo espontinea (HOFFMAN; PONS; JANER, 1934). Em inquéritos
epidemioldgicos, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) recomenda a técnica de Kato-Katz
(KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972) para a realizag¢do do diagnostico, pois esta permite
a quantificag@o dos ovos e grau de parasitismo dos hospedeiros (SILVA; MASSARA, 2016).
Entretanto, o exame parasitologico de fezes ndo € eficiente na fase pulmonar e no estagio inicial
da fase intestinal, devido ao periodo pré-patente ter cerca de 60 dias (BHARTI, BHARTI,
KHURANA, 2017). Em infec¢des exclusivamente com fémeas adultas, todos os ovos liberados
serdo inférteis, enquanto em infecgdes somente com machos adultos o exame de fezes sera
negativo (DYBEL et al., 2016; SILVA; MASSARA, 2016). Além disso, em programas de

controle de doengas, quando a intensidade da infec¢io € baixa e infecgdes leves podem ndo ser
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detectadas apos o tratamento (NIKOLAY; BROOKER; PULLAN, 2014), ferramentas mais
sensiveis sdo necessarias para um diagndstico preciso, de modo que esses programas nao
acabem antes da eliminagdo da infec¢do, uma vez que esses individuos podem atuar como
reservatorios (WERKMAN et al., 2018).

Menos rotineiramente, larvas de A. lumbricoides podem ser encontradas no escarro ou
lavagem gastrica, e os adultos podem ser expelidos pela boca ou anus; ademais, o individuo
pode ser diagnosticado durante o processo de cirurgia abdominal (KHUROQO, 1996). Para os
casos graves de ascaridiase, pode ser realizado o diagnostico de imagem, como a
ultrassonografia e endoscopia (BETHONY et al., 2006).

Os métodos imunologicos podem ser uma alternativa ao diagnostico parasitologico;
dentre estes testes, pode-se citar o enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
immunoblotting e imunofluorescéncia indireta (SCOTT, 2008). O método mais utilizado em
laboratorios de pesquisa ¢ a reacdo de ELISA, que se caracteriza pelas interagdes entre
antigeno-anticorpo, podendo ser detectados anticorpos especificos, antigenos parasitarios e
imunocomplexos circulantes em amostras de soro, saliva, lavado broncoalveolar e fezes.
Entretanto, estes testes ainda apresentam algumas limitagdes, como a reatividade cruzada com
outros parasitos (YOSHIDA et al., 2016, JOURDAN et al., 2017; KHURANA; SETHI, 2017).

Outro método que pode ser utilizado € o diagndstico molecular como o polymerase
chain reaction (PCR) em tempo real, que se baseia na deteccdo de DNA de Ascaris sp. em
amostras fecais (WERKMAN et al., 2018). Este ¢ um método altamente especifico e com
melhor sensibilidade em relagdo aos métodos parasitologicos, no entanto, o0 método néo estd
disponivel em todos os centros de diagnostico e no momento, € aplicavel apenas em situagdes
de pesquisa (JOURDAN et al, 2017).

Desse modo, novas ferramentas de diagnostico aprimoradas e acessiveis sao necessarias
para facilitar a detecg¢@o de Ascaris sp. em individuos infectados, incluindo testes de detecg¢ao
de anticorpos para avaliar a transmissdo em d4reas de baixa endemicidade, e testes de

identificacdo de antigenos e imunocomplexos para determinar infec¢des ativas.

1.7 Tecnologia IgY

As imunoglobulinas sdo proteinas que atuam como componentes criticos em cada
estagio da resposta imunoldgica humoral. Quando expressas nas superficies dos linfocitos B
em repouso, servem de receptores que sdo capazes de detectar e distinguir uma enorme
variedade de antigenos (SOBH; BONILLA, 2016). Existem cinco classes de imunoglobulinas

em mamiferos: IgD, IgM, IgG, IgA e IgE. Em aves, existem trés classes de imunoglobulinas
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analogas a de mamiferos, IgM, IgA e IgY (IgG) (SUGITAKONOSHI, 1996). A IgY ¢ o
anticorpo mais produzido em galinhas (Gallus gallus domesticus). Além de ser encontrada no
sangue desses animais, ¢ transferida para a gema do ovo via foliculo ovariano em formagao,
conferindo imunidade passiva para embrides e neonatos. A IgY € a unica imunoglobulina
encontrada na gema dos ovos, uma vez que a IgM e IgA estdo presentes somente na clara e em
pequenas concentracdes (DAVIES; PADLAN; SHERIFF, 1990; DAVISON; MAGOR,;
KASPERS, 2008; DIAS DA SILVA; TAMBOURGI, 2010).

A estrutura geral da molécula de IgY consiste em duas cadeias leves e duas cadeias
pesadas idénticas, comparavel a estrutura basica da imunoglobulina IgG de mamifero. A cadeia
pesada contém um dominio variavel e quatro dominios constantes, em contraste aos trés
dominios constantes da cadeia pesada da IgG. A regido de dobradiga é menos desenvolvida na
IgY, resultando em uma reduzida flexibilidade da regido Fab, a qual pode ser a razdo para
algumas diferencas entre as imunoglobulinas IgY e IgG na ligagdo do epitopo. Assim como
para IgG, a regido Fc da IgY € o sitio de fungdo biologica. Contém duas cadeias laterais de
carboidratos, em contraste a somente uma na IgG (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995;
CHALGHOUMI et al., 2008; KOVACS-NOLAN; MINE, 2012). As IgY apresentam peso
molecular aproximado de 180 kilodaltons (kDa), enquanto as moléculas de IgG apresentam
peso aproximado de 150 kDa. Em relagdo ao ponto isoelétrico, os anticorpos IgY situam-se na
faixa de pH entre 5,7-7,6, enquanto a IgG se encontra na faixa de pH entre 6,1-8,5 (HATTA et
al., 1993; KOVACS-NOLAN; MINE, 2012). A IgY, assim como a IgG, ¢ uma proteina
considerada estavel; quando diluida em solugdo salina, adicionada de substincias que
preservam sua estrutura, e liofilizada, sua atividade nao € diminuida mesmo ap6s varios meses
de estocagem (SHIMIZU et al., 1994; DIAS DA SILVA; TAMBOURGTI, 2010).

Anticorpos IgY ja foram utilizados em diferentes aplicagdes diagndsticas, mostrando
alta eficacia contra parasitos como Toxoplasma gondii (FERREIRA-JUNIOR et al., 2012),
Taenia solium (MANHANI et al., 2011) e Schistosoma japonicum (LEI et al., 2012). A
tecnologia IgY € uma técnica que apresenta viabilidade econdmica quando comparada a outras
técnicas utilizadas na extracdo de anticorpos de mamiferos. As galinhas, animais utilizados
nessa técnica, t€ém baixo custo e sdo de facil manipulagdo; a produgdo e isolamento de IgY sdo
rapidos e simples, sendo necessaria apenas uma pequena quantidade de antigeno na imunizagao
para obter um longo periodo de titulos de anticorpos; ha uma redugio do sofrimento e dano
animal por evitar a sangria das galinhas; além de ocorrer uma diminui¢do do nimero de animais
utilizados (CARLANDER et al., 2000, ERHARD et al., 2000; TINI et al., 2002; FERREIRA-
JUNIOR et al., 2012).
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Outras caracteristicas importantes das imunoglobulinas Y sdo a incapacidade de fixac¢do
de moléculas do sistema complemento de mamiferos, a auséncia de ligagdo entre receptores
para fragmentos Fc e entre as proteinas estafilococica A e estreptocdcica G. Dessa forma, a
utilizagdo de anticorpos IgY pode evitar a ocorréncia dos resultados falso-positivos durante a
execugdo de imunoensaios em sistemas utilizando anticorpos de mamiferos (ERHARD;
SCHADE, 2001; KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004; DIAS DA SILVA;
TAMBOURGI, 2010), reforcando a vantagem de utilizar esses anticorpos em ensaios
imunoloégicos.

Com a finalidade de melhorar o diagnéstico da ascaridiase, o presente estudo viabilizou
a producdo inédita de anticorpos IgY especificos anti-A. suwm, utilizando a tecnologia de
producido de anticorpos IgY, uma vez que ela permite a obtengdo de anticorpos com alto grau
de especificidade. Os anticorpos produzidos foram purificados e aplicados no reconhecimento
de proteinas antigénicas do parasito, em cortes histologicos de formas de vida do parasito e

utilizados como ferramenta imunodiagndstica para a ascaridiase humana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo deste estudo foi produzir, fracionar, purificar, avaliar e utilizar anticorpos

IgY provenientes de gemas de ovos de galinhas imunizadas com extrato salino total de adultos

de A. suum. Os anticorpos foram aplicados no reconhecimento de proteinas antigénicas e formas

parasitarias do parasito A. suum, e no diagnostico imunoldgico da ascaridiase humana.

2.2 Especificos

Imunizar galinhas de postura com extrato salino total de adulto de A. suum;
Fracionar os anticorpos IgY policlonais por meio do método de dilui¢do por agua,
provenientes das gemas dos ovos das galinhas imunizadas;

Purificar os anticorpos IgY por cromatografia liquida de interagdo tiofilica;
Avaliar os anticorpos IgY fracionados quanto a especificidade, cinética de produgio
e maturagdo de avidez por ELISA indireto;

Avaliar o reconhecimento antigénico dos anticorpos IgY purificados e cinética de
reconhecimento antigénico dos anticorpos fracionados em ensaios de
immunoblotting 1D,

Verificar o reconhecimento de alvos antigénicos em cortes histologicos de fémea
adulta de 4. suum pela IgY purificada por meio da reagdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFD);

Aplicar os anticorpos IgY purificados na detec¢@o de imunocomplexos em soros de

pacientes com ascaridiase humana confirmada.



31

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Diagndstico de Parasitoses do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) e no Laboratorio de Bioquimica e Toxinas de
Animais do Instituto de Genética e Bioquimica (INGEB), ambos localizados na Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), Uberlandia, Minas Gerais, sob orientagdo da Profa. Dra. Julia
Maria Costa-Cruz.

Todos os procedimentos envolvendo os animais experimentais (galinhas, Gallus gallus
domesticus) foram realizados seguindo as normas recomendadas, apos aprovagdo do Comité de
Etica na Utiliza¢do de Animais da UFU (CEUA/UFU) sob protocolo de registro CEUA/UFU
097/14. As galinhas foram imunizadas e mantidas no Laboratério de Experimentagio
Veterindria do Instituto de Estudos Avancados em Veterinaria José¢ Caetano Borges da
Universidade de Uberaba (UNIUBE), Uberaba, Minas Gerais, sob responsabilidade do Prof.
Dr. Alvaro Ferreira-JGnior.

Para a utilizagdo dos soros humanos aplicados no imunodiagnostico da ascaridiase, as
propostas foram submetidas e aprovadas via Plataforma Brasil sob nimeros de protocolo
CAAE: 48492315.8.0000.5152, para os soros armazenados no banco de soros do Laboratério
de Diagnostico de Parasitoses na UFU; e CAAE: 61101916.0.0000.5149 para os soros de
pacientes monoparasitados com Ascaris sp., cedidos pela Profa. Dra. Lilian Lacerda Bueno, do
Laboratorio de Gendmica de Parasitos, localizado na Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG).

3.2 Amostras de soros

Foram utilizadas 90 amostras de soros de humanos, divididos em trés grupos:

e Grupo I - 30 amostras de soro de pacientes monoparasitados com diagndstico
definitivo para ascaridiase, por métodos parasitolégicos de diagnostico;

e  Grupo II - 30 amostras de soro de pacientes monoparasitados com outras infecgdes
parasitarias, incluindo ancilostomatideos (n = 5), Strongyloides stercoralis (n = 5),
Schistosoma mansoni (n = 5), Taenia sp. (n = 5), Enterobius vermicularis (n = 4),
Entamoeba histolytica/dispar (n = 3), Giardia lamblia (n = 3), confirmados por

métodos parasitoldgicos;
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e  Grupo III - 30 amostras de soros de individuos saudaveis, com auséncia de sinais

clinicos e livres de parasitoses, baseados em exames parasitol6gicos.

Todas as amostras de soros foram provenientes de individuos submetidos a exames
parasitologicos, com coleta de pelo menos trés amostras, analisadas pelos métodos de
Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917, MORAES, 1948) e de sedimentagcdo espontinea
(HOFFMAN; PONS; JANER, 1934).

3.3 Obtencdao dos adultos de A. suum, das larvas filarioides de Strongyloides
venezuelensis e de Ancylostoma ceylanicum, e adultos de A. ceylanicum
Os parasitos adultos de A. suum toram obtidos a partir de um produtor familiar particular
de suinos e gentilmente cedidos apos o abate de animais infectados, para serem utilizados nesta
pesquisa. Apds obtengdo dos parasitos adultos, a partir de suinos caipiras, estes foram
armazenados em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) a — 20 °C.

As larvas filarioides de S. venezuelensis foram obtidas por coprocultura das fezes
de ratos Wistar (Rattus norvegicus) experimentalmente infectados com S. venezuelensis. As
fezes coletadas foram mantidas em cultura de carvdo animal, segundo Loos (NEVES et al,,
2016), por trés dias a 28°C em estufa BOD (TE 390, Tecnal, Brasil), e recuperadas pelo método
de Rugai, Matos e Brisola (1954).

Para obtencdo das larvas filarioides de Ancylostoma ceylanicum, foram utilizados
hamsters (Mesocricetus auratus), fémeas, de quatro semanas, provenientes do Biotério de
Reprodugdo do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.
As fezes dos hamsters infectados foram recolhidas para realizagdo da coprocultura com
vermiculita, e foram mantidas a 27 °C durante 7 dias. Apds esse periodo, as larvas filarioides
foram recuperadas pelo método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948).
Para a recuperagdo dos adultos de A. ceylanicum, os hamsters infectados foram eutanasiados
por meio de injecdo letal de anestésicos (tiopental sodico 160 mg/kg), 40 dias apos a infecgio.
O intestino delgado foi retirado e aberto longitudinalmente em placa de Petri contendo PBS

para obtengdo dos parasitos.

3.4 Animais utilizados
Quatro galinhas de postura Gallus gallus domesticus da linhagem Isa Brown, com 25

semanas de idade, foram utilizadas para a produgéo dos anticorpos IgY policlonais. As galinhas
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foram alojadas individualmente, em gaiolas de arame suspensas, com agua e rag¢do ad libitum

e divididas em dois grupos, com dois animais cada, de acordo com as imunizagdes:

e  Grupo I (G1) — duas galinhas imunizadas com extrato salino total de adulto de
Ascaris suum;

e  Grupo II (controle — G2) — duas galinhas imunizadas com solugdo salina (PBS).

3.5 Producio dos extratos salinos totais de adultos de Ascaris suum e Ancylostoma
ceylanicum e larvas filarioides de S. venezuelensis

Os extratos salinos totais (ES) foram produzidos a partir de um fragmento de
aproximadamente 2 cm proveniente da regido posterior de uma fémea adulta de 4. suum, de 15
adultos de Ancylostoma ceylanicum ou de 300.000 larvas filarioides de S. venezuelensis, de
acordo com Gonzaga et al. (2013), com algumas modificacdes. Os parasitos foram
ressuspendidos em um tubo contendo 5 ml de solugdo salina (phosphate buffered saline — PBS,
0.01 mol/l, pH 7.2) e inibidores de proteases (cOmplete ULTRA mini, Roche, Mannheim,
Germany). Apds o rompimento com cinco ciclos de maceragdo manual com o uso de nitrogénio
liquido, as suspensdes foram centrifugadaz (12400 x g, 30 min, 4 °C), e os sobrenadantes (ES)
coletados e armazenados a — 20 °C. As proteinas presentes no ES de todos os parasitos foram
quantificadas de acordo com o método de Lowry et al. (1951). O perfil de producdo antigénica
do ES de Ascaris suum foi confirmado por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
12%) corado com Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, EUA) de acordo com a
metodologia de Laemmli (1970).

3.6 Producao dos anticorpos IgY policlonais
3.6.1 Imunizacdes dos animais
As imunizag¢des das galinhas para a obten¢do dos anticorpos IgY foram realizadas de
acordo com a metodologia de Schwarzkopf et al. (2001). Foram realizadas cinco imunizag¢des
com intervalo de 14 dias cada, pela via intramuscular, no musculo peitoral das galinhas. Durante
toda a experimenta¢do, os animais foram monitorados para a detec¢do de processos
inflamatorios locais ou apresentagdo de efeitos adversos na quantidade de ovos produzidos. As

imunizagdes realizadas obedeceram as seguintes administragdes:
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e 1% imunizacido: volume total de 500 pul (250 pul do ES diluido em PBS com
concentragdo proteica de 100 ug + 250 ul de adjuvante completo de Freund)
(Sigma-Aldrich, EUA);

e 2 - 5" imunizacdes: volume total de 500 ul (250 ul do ES diluido em PBS com
concentragdo proteica de 100 ug + 250 ul de adjuvante incompleto de Freund)

(Sigma-Aldrich, EUA);

As galinhas do grupo controle (G2) foram inoculadas da mesma forma, exceto pela
substitui¢do dos antigenos por PBS. Amostras de sangue foram coletadas dos animais, por meio
de puncdo da veia ulnar (asa), com intervalo de duas semanas, para observacdo da
soroconversdo. Os ovos foram coletados semanalmente e armazenados a 4 °C até o

processamento.

3.6.2 Coletas dos ovos

A coleta dos ovos foi iniciada uma semana antes da primeira imunizagdo (pré-imune —
semana 0) e continuou por mais 10 semanas, totalizando 11 semanas (Fig. 1). Todos os ovos,
apos a coleta, foram devidamente identificados de acordo com as imunizagdes, as cascas foram
higienizadas com etanol 70% e em seguida, as gemas, contendo a IgY, foram separadas das
claras. A membrana vitelinica, ainda intacta, foi lavada com agua destilada, rompida, a gema
foi vertida em proveta graduada, e conteudo liquido foi mensurado e utilizado nas etapas
seguintes de fracionamento e purificagdo dos anticorpos. As gemas foram reunidas em um Unico

tubo tipo Falcon para formar um pool correspondente a cada semana de imunizagdes.

100 pg ES 100 pg ES 100 ug ES 100 ug ES 100 pg ES
(ACF) (ALF) (AIF) {AIF) (AIF)

vlvlvlvlv;v

o 1 2 3 4 5 6 71 8 9 10 .
-

r

Tempo (semanas)

Figura 1 — Desenho experimental dos protocolos de imunizagdo ¢ coleta de ovos ¢ sangue das galinhas.
ES: extrato salino total de Ascaris suum; ACF: adjuvante completo de Freund; AIF: adjuvante incompleto
de Freund.
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3.6.3 Fracionamento dos anticorpos IgY policlonais

A primeira etapa de fracionamento dos anticorpos IgY policlonais foi a delipidagdo das
gemas de acordo com o método de dilui¢do por agua descrito por Akita & Nakai (1993).
Inicialmente, as gemas foram diluidas em agua ultrapura (pH 5,0 — 5,2) em proporgdo de 1:15,
o pH foi ajustado para 5,5 com a adi¢do do tampao acetato de sddio (0,06 M, pH 4,8) e a solugdo
foi homogeneizada overnight em agitador magnético a 4 °C. Ap0s, a solugdo foi centrifugada
(800 x g, 45 min, 4 °C), o precipitado foi descartado; e o sobrenadante foi coletado, filtrado e
teve o pH ajustado para 7,4 por meio da adi¢do de hidroxido de sodio (0,1 M).

A segunda etapa do fracionamento consistiu na precipitacdo de proteinas da solugdo
delipidizada. Para isso, ao sobrenadante coletado na etapa anterior foi adicionado sulfato de
amonio 20% (m/v) (Sigma-Aldrich, EUA). Apds homogeneizagdo por 45 min em agitador
magnético a 4 °C, a solugdo foi centrifugada a 2000 x g por 20 min a 4 °C, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em PBS, considerando volume inicial da solugdo
delipidizada, na propor¢do de 1:10. As amostras fracionadas foram dosadas a 280 nm em um

espectrofotometro (Biodrop pLite, Reino Unido).

3.6.4 Purificacdo dos anticorpos IgY policlonais

Os anticorpos pertencentes a 8" semana foram purificados, uma vez que apresentaram
maiores valores de cinética e avidez com relacdo as outras semanas. Para a obtengdo dos
anticorpos IgY purificados, os precipitados obtidos na ultima etapa do fracionamento foram
submetidos a cromatografia liquida de interagdo tiofilica em sistema completo AKTA Prime
Plus (GE Healthcare, EUA). Os fracionados foram previamente lavados e concentrados em
sistema de ultrafiltragdo (EMD Millipore, EUA), com tampao de fosfato de sodio e sulfato de
potassio, utilizando membrana com corte de 30 kDa (AMICON YM 30, EUA). Apos a etapa
de concentragdo, as amostras foram inseridas na coluna HiTrap IgY Purification HP, 5 ml (GE
Healthcare, EUA), previamente equilibrada com tampao fosfato de sodio e sulfato de potéssio.
Os anticorpos foram eluidos em fluxo de 1 ml/min utilizando gradiente linear de tampao fosfato
de s6dio 0,02 M, pH 7.5.

Apés a purificacdo, as amostras eluidas foram dialisadas com agua ultrapura e
submetidas novamente a concentragdo em sistema de ultrafiltragdo (EMD Millipore, EUA),
com membrana de 30 kDa (AMICON YM 30, EUA). A concentra¢do dos anticorpos foi
determinada a 280 nm em espectrofotdmetro (Biodrop uLite, Reino Unido) e as amostras foram

armazenadas a — 20 °C até o uso.
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3.7 Dot blot para confirmac¢io da presenca das imunoglobulinas purificadas

Ap6s a purificacdo dos anticorpos, foi realizada a confirmag@o da presenca de IgY na
amostra purificada. Para isso, membranas de nitrocelulose de 0,45 um (Bio-Rad Laboratories
Inc., Alemanha) foram sensibilizadas com 5 pl das amostras purificadas. Apos secagem da
membrana, em temperatura ambiente (TA), foi realizado bloqueio com PBS acrescido de
Tween 20 0,05% e leite desnatado 5% (PBS-T-M 5%) por duas horas em TA, sob agitagdo
lenta. Foram realizadas seis lavagens diretas com PBS acrescido de Tween 20 0,05% (PBS-T).
A presenca dos anticorpos foi detectada pela adi¢do de anticorpos IgG produzidos em coelhos
anti-IgY, conjugados com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), na dilui¢do de 1:20.000 em PBS-
T acrescido de leite desnatado 1% (PBS-T-M 1%), por duas horas em TA, sob agitacdo lenta.
Ap6s seis lavagens diretas com PBS-T, a reagdo foi revelada pela adi¢do de 10 mg de 3,3” —
diaminobenzidino tetrahidrocloreto (DAB, Sigma-Aldrich, EUA) diluido em 15 ml de solugéo
salina tamponada com Tris (TBS) e 12 pl de peroxido de hidrogénio 30% (Sigma-Aldrich,
EUA). A revelagdo foi interrompida por meio da adig¢@o de agua destilada. O controle negativo

foi realizado com albumina sérica bovina (BSA) 1% nas mesmas condigdes.

3.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%)

As avaliagdes dos processos de fracionamento e purificagdo dos anticorpos IgY foram
realizadas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), sob condi¢des
redutoras. Inicialmente, aliquotas de 5 ug das amostras foram diluidas 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). Apos, as amostras foram
submetidas a fervura por 5 min em banho-maria e adicionadas aos respectivos pogos em gel de
concentragdo 12% (tampao Tris-HC1 0,375 M [pH 8,8]; dodecilsulfato de sodio [SDS] 0,1M,;
EDTA 2 mM; acrilamida/bisacrilamida [29:1]; tetrametiletilenediamino [TEMED] 0,125%;
persulfato de amdnio [APS] 0,125%). As eletroforeses foram conduzidas em sistema completo
vertical [SE 300 miniVE, Hoefer, EUA) com corrente continua de 20 mA/gel e tampdo de
corrida Tris-glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM glicina, 5,5 mM SDS).

Para a identificagdo dos pesos molares em kiloDaltons (kDa) das bandas polipeptidicas,
foi utilizado um marcador padrdo de peso molecular (RECOM BLUE Wide Range Protein
Marker, Real Biotech, Taiwan), adicionado concomitantemente com as amostras. O gel passou

por processo de coloragdo com Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, EUA).
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3.9 ELISA indireto
3.9.1 ELISA indireto para cinética de producio dos anticorpos IgY

Para a deteccdo da cinética de produgdo de anticorpos IgY anti-A. suum, provenientes
das gemas dos ovos, foi utilizado o ELISA indireto. A soroconversdo dos anticorpos também
foi avaliada. Experimentos preliminares foram realizados para determinar as condi¢des 6timas
para o teste. Microplacas de poliestireno, baixa afinidade, de 96 pogos (Greiner Bio-One,
Austria), foram sensibilizadas com 50 pl do ES de 4. suum (5 pg/ml) diluido em tampao
carborato-bicarbonato (0,06 M, pH 9,6), e incubadas overnight a 4 °C. Em seguida, as placas
foram lavadas trés vezes (5 min cada) com PBS-T e bloqueadas com PBS-T-M 1% por 1 h (IgY
proveniente das gemas) ou por 30 min (soro) a 37 °C. Apos trés lavagens de cinco minutos com
PBS-T, amostras de IgY anti-A. suum (2 pg/ml) proveninentes das gemas, ou as amostras de
soros das galinhas (1:200), foram diluidas em PBS-T-M 1%, adicionadas em duplicata (50
ul/pogo), e incubadas por 1 h a 37 °C. Em seguida, as placas foram lavadas novamente e
adicionou-se o anticorpo secundario, produzido em coelhos, anti-IgY conjugado com
peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), diluido em uma proporgéo de 1:20.000 em PBS-T-M 1%,
adicionado nos pogos (50 ul/po¢o), e incubado por 1 h a 37 °C. Apoés novo ciclo de lavagem, a
reagdo foi revelada pela adigdo de solug@o cromdgena (50 pl/pogo) (o-fenilenodiamina — OPD)
(Sigma-Aldrich Co., USA) acrescida de 10 pl de peroxido de hidrogénio 30% (Merck,
Alemanha), diluidos em 25 ml de tampéo citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,5. Apés 8 minutos de
incubacgdo, a TA, e ao abrigo da luz, a reag@o foi interrompida com a adig¢@o de 25 ul de solugdo
de H2SO42N. Os valores de absorbancia foram determinados em filtro de 492 nm em um leitor
de microplacas (Biotek, EUA).

Os valores foram expressos em indice ELISA (IE), calculado pelos valores médios de
densidade oOptica (DO) das semanas de IgY, divididos pelo cut-off mais trés desvios padrio.
Para estabelecer o valor do cut-off para a IgY proveniente das gemas, os valores de DO das seis
primeiras semanas de imuniza¢do do grupo controle (G2) foram utilizados como controle
negativo (n = 6); com relagdo ao soro, os valores de DO dos soros das galinhas do G2 foram

utilizados como controle negativo (n = 6). Valores de IE > 1,0 foram considerados positivos.

3.9.2 ELISA de reatividade cruzada

A capacidade da IgY anti-A. suum detectar antigenos de outros geohelmintos
também foi avaliada por meio de ELISA indireto. Para isso, microplacas de poliestireno, baixa
afinidade, 96 pogos (Greiner Bio-One, Austria), foram sensibilizadas (50 pl/pogo) com ES de

adultos de Ancylostoma ceylanicum (5 pg/ml) ou larvas L3 infectantes de Strongyloides
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venezuelensis (5 pg/ml). As reacdes foram conduzidas, reveladas e interrompidas nas mesmas
condi¢des que o ELISA indireto do item anterior (3.9.1).

Os valores foram expressos em indice ELISA (IE), calculado pelos valores médios de
densidade optica (DO) das semanas de IgY, divididos pelo cut-off mais trés desvios padrao. O
cut-off foi estabelecido como explicado anteriormente. Valores de IE > 1,0 foram considerados

positivos.

3.10 ELISA de avidez

A maturagdo de avidez dos anticorpos IgY policlonais provenientes das gemas foi
investigada pelo tratamento dos imunocomplexos formados com ureia 6 M, seguida pela
determinagdo da atividade residual por meio de ELISA indireto. Apds a etapa de adigdo e
incubacdo das IgY policlonais (quadruplicata), conforme descrito no item 3.9.1, uma duplicata
foi incubada com 50 ul de solugdo de ureia 6 M (Synth, Brasil) diluida em PBS (pH 7,2), e a
outra duplicata incubada com PBS-T, durante 5 minutos em TA. Na sequéncia, as placas foram
lavadas seis vezes diretas com PBS-T. A detec¢do da atividade residual foi realizada pela
incubac¢do com o anticorpo secundario anti-IgY conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich,
EUA), diluido na proporg¢do de 1:20.000 em PBS-T-M 1%, por 1 ha 37 °C. As etapas seguintes
foram realizadas de acordo com o item 3.9.1. O célculo do indice de avidez (IA) para cada
amostra de IgY, foi realizado por meio da razio entre as DOs obtidas das duplicatas tratadas
com ureia (U") pelas DOs das duplicatas ndo tratadas com ureia (U"), sendo o resultado
expresso na forma de porcentagem, conforme a formula: 1A% = DO U'/DO U x 100. Os
valores foram determinados como baixa (IA < 40%) e alta (IA > 60%) avidez (VILIBIC-
CAVLEK et al, 2016).

3.11 Immunoblotting unidimensional
3.11.1 Reconhecimento do perfil antigénico pela IgY purificada

O reconhecimento do perfil antigénico do ES de A. suum pelo anticorpo IgY purificado
foi investigado por meio de ensaios de immunoblotting unidimensionais. Inicialmente, 250 g
do ES de adulto de 4. suum foram separadas de acordo com o seu peso molecular através de
SDS-PAGE 12%, em condigdes ndo redutoras, e logo apoés foram eletrotransferidas para
membrana de nitrocelulose 0,45 um (Bio-Rad Laboratories Inc., Alemanha), de dimensoes: 8
cm de largura x 6 cm de altura, para realizacdo da reagdo imunologica. A transferéncia das
proteinas para a membrana ocorreu utilizando um sistema de transferéncia umido (SE 300

miniVE, Hoefer, EUA) com tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol
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a 20%), e corrente continua de 300 mA, por 1 h e 40 min. Apods, as membranas foram coradas
com solugdo de Ponceau S (Sigma-Aldrich, EUA) para visualizagdo das bandas proteicas.
Depois da verificagdo da transferéncia do antigeno, as membranas de nitrocelulose
foram cortadas em tiras de 3 mm de largura. Na sequéncia, foram bloqueadas com PBS-T-M
5% e incubadas por 2 h a TA, sob agitagdo lenta. Apos o bloqueio, as tiras foram lavadas seis
vezes, de cinco minutos cada; o anticorpo IgY anti-A. suum purificado (25 pg) foi diluido em
PBS-T-M 1%, adicionado, e incubado overnight, sob agitacdo, a 4 °C. Apos lavagem com PBS-
T, as tiras foram incubadas com o anticorpo secundario anti-IgY conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich Co., EUA), diluido em proporg¢do de 1:15.000 em PBS-T-M 1%, por2 h a TA.
A reagdo foi revelada com a adi¢@o de 10 mg de DAB (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em 15 ml
de TBS e 12 ul de peréxido de hidrogénio 30% (Sigma-Aldrich, EUA). A revelagdo foi
interrompida por meio da adicdo de agua destilada.
O peso molecular relativo das bandas proteicas foi determinado por meio da comparagdo
com marcador de peso molecular padrdo (Real Biotech, RECOM™ Blue Wide Range Prestain
Marker, Banqiao, Taiwan) e analisado pelo software Image J versdo 1.501 (National Institutes

of Health, USA).

3.11.2 Immunoblotting de cinética
O reconhecimento do perfil antigénico do ES de 4. suum pelos anticorpos fracionados
foi avaliado através de um immunoblotting unidimensional de cinética. Os anticorpos da
semana pré-imune, segunda semana, quarta semana, sexta semana, oitava semana e décima
semana foram utilizados em membranas de nitrocelulose cortadas em tiras de 3 mm de largura,
contendo proteinas do ES de A. suum, conforme descrito no item 3.11.1. Todas as etapas do

processo foram realizadas de acordo com o item anterior.

3.12 Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Os ensaios de imunofluorescéncia foram realizados para avaliar o reconhecimento de
cortes de adultos de 4. suum por anticorpos IgY purificados anti-A. suum. Primeiramente, 1 cm
da porgdo posterior de uma fémea adulta de A. suum foi adicionado em 7issue-Tek (Sakura
Finetek, Holanda), e congelado a — 20 °C. Ap0s, a estrutura foi cortada em se¢des de 2 um de
espessura, com o auxilio de um criomicrétomo (Leica CM 1850 UV, Alemanha), e os cortes
foram aderidos em 1aminas de microscopia.

A reag@o de imunofluorescéncia teve inicio com a adi¢@o do anticorpo IgY anti-A. suum

purificado aos cortes histolégicos (380 pug/ml) (50 pl/pogo), diluido em PBS, por 30 min, em
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camara umida, a 37 °C. Apos, os cortes foram lavados seis vezes, por 5 min, com PBS, e, entdo,
incubados com o anticorpo secundario produzido em coelhos, anti-IgY conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC, Sigma-Aldrich, EUA) em propor¢éo de 1:300, diluido em
azul de Evans 3% (Vetec, Brasil), por 30 min a 37 °C. Apos nova lavagem, as 1aminas foram
montadas com glicerina tamponada (pH 9,0) e laminulas. As imagens dos cortes foram obtidas
utilizando microscédpio confocal LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Alemanha).

Para avaliar se o anticorpo IgY anti-A. suum purificado reagiria cruzadamente,
reconhecendo outros helmintos, foram feitas laminas com cortes histoldgicos de larvas
filarioides de Ancylostoma ceylanicum e de S. venezuelensis, nas quais a reagdo foi conduzida

nas mesmas condi¢des do Ascaris suum.

3.13 ELISA para detecciio de imunocomplexos em amostras de soros humanos

Os anticorpos IgY anti-A. suum foram avaliados quanto a sua habilidade em detectar
imunocomplexos circulantes presentes no soro de pacientes com ascaridiase. O ensaio foi
realizado em microplacas de poliestireno de alta afinidade, 96 pogos (Corning-Costar, EUA),
sensibilizadas com o anticorpo IgY anti-A. suum purificado (30 pg/ml) diluido em tampdo
carbonato-bicarbonato (0,06 M, pH 9,6), e incubadas overnight a 4 °C. Apds incubagdo, as
placas foram lavadas trés vezes, 5 min cada, com PBS-T. Em seguida, amostras de soros
humanos (positivos para ascaridiase, saudaveis e outras parasitoses) foram adicionadas em
propor¢do 1:100, diluidas em PBS-T, e incubadas por 45 min a 37 °C Apds nova lavagem, foi
adicionado o anticorpo secundario, anti-IgG humana, Fc especifico, produzido em cabras,
conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), em propor¢do 1:2.000, diluido em PBS-T-
M 1%. As etapas seguintes de incubagdo, lavagens e revelagdo ocorreram de acordo com as
descritas no item 3.9.1. Os resultados foram expressos em indice ELISA (IE), de acordo com a
formula: IE = DO amostra/cut-off. Para o estabelecimento do cut-off, foi realizada analise pela
curva receiver operating characteristic (ROC), utilizando valores de DO das amostras de soro
de todos os individuos saudaveis e com outras parasitoses, como controle negativo. Os

resultados foram considerados positivos quando IE > 1,0.

3.14 Normas de biosseguranca
Os procedimentos de coleta do sangue e ovos e processamento das amostras de soros e
reagentes, bem como a utilizag@o dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas

de biossegurancga descritas por Mineo (2009).
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3.15 Analise estatistica

A média e desvio padrao (DP) foram calculados para o ELISA de avidez. Diferencas
entre a detec¢do dos ES de A. suum, A. ceylanicum e S. venezuelensis, pelas IgY fracionadas,
no ELISA indireto, foram analisadas pelo teste one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de
Tukey. Os valores de IE das amostras de soro de cada grupo de pacientes foram analisadas pelo
teste one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey. A area sob a curva (ASC), e os valores
diagnosticos de sensibilidade (Se) e especificidade (Es), foram obtidos pela curva ROC, para
determinac¢do da acurécia diagnostica do método de ELISA para detecgdo de imunocomplexos.
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa computacional GraphPad Prism
versdo 6.0 (GraphPad Software, Inc., EUA). Significancia estatistica foi considerada quando P

<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da preparacio antigénica de A. suum

A qualidade da preparagdo do ES de A. suum foi avaliada por meio da eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%)), e o perfil antigénico foi evidenciado pela aparigdo de
bandas especificas (Fig. 2B). Ap0Os esse processo, as proteinas presentes no ES foram dosadas
e apresentaram concentragdo de 9.000 ug/ml. Em seguida as etapas de caracterizagcdo e

dosagem, o ES de A. suum foi utilizado nos protocolos de imunizag@o das galinhas.

A ®)

15—

Figura 2 — (A) Parasitos adultos de Ascaris suum; (B) Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE 12%) do extrato salino total de fémea adulta de A. suum utilizado nas imunizagSes das
galinhas. Coloragio por Coomassie brilliant blue. kDa: kiloDalton; P.M.: padrio de peso molecular.

4.2 Imunizag¢ées das galinhas e obten¢ao dos ovos e soro

As galinhas imunizadas com os ES de A. suum (G1) e PBS (G2) foram monitoradas
diariamente. As imunizag®es foram bem toleradas, n3o sendo evidenciados processos
inflamatorios locais, e a experimentagdo animal durou 11 semanas (77 dias), como mostrado
na Tabela 1. Galinhas de ambos os grupos mantiveram oviposi¢do de 6-12 ovos por
semana/grupo; o volume médio do conteudo das gemas foi de aproximadamente 10 ml/ovo. As

gemas foram reunidas para formar um pool semanal, para posterior fracionamento dos
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anticorpos. A coleta do sangue das galinhas ocorreu em semanas alternadas a imunizagio dos

animais.

4.3 Fracionamento dos anticorpos IgY policlonais

A primeira etapa do fracionamento dos anticorpos IgY policlonais, provenientes da
gema dos ovos, aconteceu com a delipidizagdo, ou seja, a retirada da fragdo lipidica das gemas.
Durante essa etapa, o precipitado (P1) foi descartado e formou-se um sobrenadante transltiicido
rico em proteinas (S1). Deste sobrenadante foi obtido um pellet (P2) rico em anticorpos IgY,
devido a adig@o de sulfato de amonio, e o sobrenadante (S2) desta etapa foi descartado (Fig. 3).
Cada mililitro de gema fracionada rendeu aproximadamente de 2.2 — 5,6 mg de proteinas

precipitadas ao final da segunda etapa (P2) (Tabela 1).

Delipidacio Precipitaciio de proteinas

—

< P2

Figura 3 — Etapas do processo de fracionamento dos anticorpos IgY policlonais provenientes das
gemas dos ovos das galinhas imunizadas. S1: sobrenadante rico em proteinas; P1: precipitado rico
em lipidios; S2: sobrenadante descartado; P2: precipitado rico em anticorpos IgY .
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Quadro 1 — Determinagdo da experimentagdo animal, coleta de ovos ¢ sangue das galinhas,
imunizagdes com o extrato salino de Ascaris suum (n = 2) ou PBS (n = 2); e concentragdes dos
anticorpos IgY fracionados, obtidos das gemas dos ovos, separados por semana.

Rendimento da IgY

Semanas (dias) Coletas e Imunizagdes fracionada obtida da

gema dos ovos (ug/ml)
Pré-imune (1-7) Coleta de ovos ¢ sangue 2222.0
1(8-14) 1*imunizagdo + coleta de ovos 51138
2(15-21) Coleta de ovos ¢ sangue 5320.4
3(22-28) 2%imunizagdo + coleta de ovos 5696.0
4(29-35) Coleta de ovos ¢ sangue 4602.6
5(36-42) 3*imunizagdo + coleta de ovos 5384.2
6 (43-49) Coleta de ovos ¢ sangue 5055.4
7(50-56) 4*imunizagdo + coleta de ovos 5112.6
8(57-63) Coleta de ovos ¢ sangue 4333 .4
9(64-70) 5*imunizagdo + coleta de ovos 4096.0
10(71-77) Coleta de ovos ¢ sangue 3172.6

4.4 Purificacio dos anticorpos IgY policlonais

Ap6s o fracionamento, os anticorpos IgY provenientes da 8* semana foram submetidos
a purificagio, por cromatografia de interagdo tiofilica em sistema completo AKTA Prime Plus
(GE Healthcare, EUA). Em cada corrida realizada, foi aplicado 1 ml do dos anticorpos
fracionados, os quais foram concentrados anteriormente em sistema de ultrafiltragdo, gerando
15 tubos (35-50) ricos em anticorpos IgY purificados, de 1 ml cada (Fig. 4). Apds, os anticorpos
passaram novamente por outro processo de concentracdo e foram dosados, rendendo 760
ug/ml.

Os anticorpos ja purificados e concentrados, foram submetidos a ensaios de dot-blot,
para confirmagdo da presenga de moléculas IgY (Fig. SA). A reagdo ocorreu e a presenca dos
anticorpos foi visualizada, confirmando desse modo a presenca dos anticorpos policlonais anti-
A. suum. Os anticorpos purificados obtidos foram utilizados nas metodologias de

immunoblotting, imunofluorescéncia indireta e ELISA para detec¢do de imunocomplexos.
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Figura 4 — Cromatograma resultante da purificagdo dos anticorpos IgY. O pico 2 corresponde aos
anticorpos aderidos a coluna cromatografica (tubos 35 — 50) ¢ o pico 3 corresponde a ovoalbumina,
posteriormente descartada.
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Figura 5 — (A) Ensaios de dot-blot em membranas de nitrocelulose para confirmagio da purificagido da IgY anti-
Ascaris suum. IgY +: reagdo com a adi¢do da amostra de IgY purificada; Controle: reagdo com adigdo de BSA
1%. (B) Pertfil cletroforético em SDS-PAGE 12%, sob condigdes redutoras, das ctapas do processo de
fracionamento ¢ purificagdo dos anticorpos. A coloragdo foi feita com Coomassie brilliant blue. P.M.: marcador
de peso molecular; G: pool de gemas antes do fracionamento; S1: sobrenadante rico em proteinas; P1: precipitado
rico em lipideos; S2: sobrenadante descartado; P2: precipitado rico em anticorpos IgY fracionados; PF: IgY anti-
A. suum purificada. kDa: kiloDaltons.
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A qualidade do processo de purificagdo dos anticorpos foi avaliada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) sob condi¢gdes redutoras. Além do
purificado (PF), todas as amostras das etapas do fracionamento também foram submetidas a
esse processo de validagdo (G, S1, P1, S2, P2). O tratamento das amostras com 2-
mercaptoetanol 5% fez com que as pontes de dissulfeto entre as cadeias dos anticorpos IgY se
quebrassem, permitindo, assim, a comprovagdo da presenga das cadeias pesadas (65 kDa) e

leves (22-24 kDa) na fragao P2 e no anticorpo purificado (Fig. 5B).

4.5 Cinética de producio e ensaios de reatividade cruzada

Os anticorpos fracionados foram avaliados quanto a sua especificidade ao parasito A.
suum. A cinética de produgdo dos anticorpos e sua habilidade em reconhecer outros antigenos
foram avaliadas pelo ELISA indireto. Para estes testes, foram utilizadas amostras das semanas
dos anticorpos fracionados provenientes das gemas; e no caso da cinética de produgédo, também
foram utilizadas amostras de soros obtidas quinzenalmente dos animais.

Uma semana apo6s a primeira imunizagao foi possivel detectar os anticorpos obtidos das
gemas, com picos na sexta e oitava semanas (Fig. 6A). A soroconversdo também demonstrou
reatividade positiva, tendo um leve aumento no titulo de detecg¢do dos anticorpos apos a segunda
dose de imunizagdo, com os niveis permanecendo estaveis durante todo o processo de
experimentacio animal.

Com relagdo ao ensaio de reatividade cruzada, a reatividade dos anticorpos IgY
fracionados contra o ES de larva infectante de S. venezuelensis permaneceram abaixo da linha
do cut-off, portanto ndo detectaveis (Fig. 6B). Uma leve reatividade foi observada quando o
antigeno de adulto de Ancylostoma ceylanicum foi utilizado na sensibilizagdo da reagdo, sendo
detectado pelas semanas 5 — 9 do anticorpo fracionado. Os resultados mostraram que os
anticorpos IgY anti-Ascaris suum ainda foram altamente especificos contra o ES de 4. suum,

quando comparada a reatividade com outros antigenos de geohelmintos (F =30,85; P =0,0002).
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Figura 6 — Cinética de producio ¢ ensaios de reatividade cruzada. (A) Avaliagdo da cinética de produgéo
dos anticorpos IgY fracionados proveninentes das gemas dos ovos das galinhas imunizadas ¢ analise da
soroconversdo por ELISA indireto. (B) Ensaios de ELISA de reatividade cruzada dos anticorpos IgY
fracionados provenientes das gemas contra antigenos de Ancylostoma ceylanicum e Strongyloides
venezuelensis. Linha pontilhada indica o cuf-off (IE = 1), positivo quando IE > 1,0; setas indicam as semanas

das imunizagdes.
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4.6 ELISA de avidez

O calculo da avidez dos anticorpos IgY produzidos pelo fracionamento foi realizado
pelo teste ELISA indireto, com os anticorpos provenientes das gemas das semanas que
apresentaram cinética de producao positiva, ou seja, IE > 1,0. O ELISA demonstrou anticorpos
de alta avidez durante todo o periodo de imunizac¢do, com valores de A variando entre 64% a
93%, e IA média mostrando alta avidez de 78,30% (DP 11,20). Os anticorpos fracionados
atingiram picos de IA na quinta (90%) e oitava (93%) semanas, com valores maiores de avidez

apos a segunda imunizagdo (Fig. 7).

100 -
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Figura 7 — ELISA de avidez dos anticorpos IgY fracionados provenientes das gemas dos ovos de
galinhas imunizadas com extrato salino total de Ascaris suum e tratados com ureia 6 M. Os indices de
avidez (IA%) foram calculados para as semanas que apresentaram indice ELISA (IE) > 1,0 nos ensaios
de cinética de produgdo. Valores foram determinados como baixa (IA <40%) ¢ alta (IA > 60%) avidez.
A linha pontilhada indica o cur-off (60%); setas indicam as semanas das imunizagdes.
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4.7 Reconhecimento das proteinas antigénicas por immunoblotting

O anticorpo IgY purificado, com alto IE e maior TA (8" semana), produzido foi avaliado
no reconhecimento de bandas polipeptidicas do ES de A. suum pelo ensaio de immunoblotting
unidimensional. O anticorpo purificado reconheceu ampla variedade (12 bandas) de proteinas
com pesos moleculares aproximados nas regides de 240, 140, 88, 63, 50, 47, 45, 38, 29, 22, 19
e 15 kDa (Fig. 8). O potencial dos anticorpos fracionados em reconhecer proteinas do ES de 4.
suum também foi avaliado, por meio de ensaio de immunoblotting de cinética, e os resultados
obtidos foram comparados com os encontrados pelo anticorpo IgY purificado. A figura 8 mostra
que anticorpos provenientes das primeiras semanas reconheceram somente a proteina de 240
kDa, com um aumento na reatividade nas semanas seguintes. Os anticorpos que reconheceram

um perfil antigénico mais amplo pertenciam a sexta e oitava semanas.
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4.8 Aplicacao dos anticorpos IgY purificados em ensaios de imunofluorescéncia

indireta (RIFI)

Os anticorpos IgY anti-A. suum purificados foram avaliados quanto ao reconhecimento
de cortes histologicos da regido posterior de uma fémea de A. suum. Os anticorpos
demonstraram reconhecimento do parasito, uma vez que a membrana dos ovos presentes no
utero, a parte uterina da fémea adulta, e sua cuticula reagiram positivamente (Fig. 9). Nos
ensaios de reatividade cruzada, a utilizagdo da IgY purificada em cortes histologicos de larvas
infectantes de Ancylostoma ceylanicum e S. venezuelensis ndo apresentaram fluorescéncia,
indicando um reconhecimento nulo dos parasitos pelo anticorpo utilizado. Como controle
negativo, os anticorpos IgY purificados obtidos das gemas dos ovos de galinhas inoculadas com
PBS, foram utilizados em corte histologico da por¢do posterior da fémea de Ascaris suum, no

qual ndo foi evidenciado marcagdes.
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A. ceylanicum

S. venezuelensis

controle

Figura 9 — Reacgdo de imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpos IgY anti-Ascaris suum
purificados em cortes histoldgicos da por¢do posterior de uma fémea adulta de 4. suum, ¢ larvas
infectantes de Ancylostoma ceylanicum e Strongyloides venezuelensis. Os anticorpos IgY provenientes
das galinhas imunizadas com PBS foram utilizados como controle negativo em cortes histologicos de
A. suum. Coluna A (verde): anti-IgY conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC); Coluna B
(vermelho): contracoloragdo com azul de Evans; Coluna C (merged): jungdo das colunas A ¢ B.
Triangulos indicam cuticula; U: parte uterina; E: ovos (eggs). Escala das imagens: 200 um.
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4.9 Aplicacao dos anticorpos IgY purificados em ensaios de ELISA para detec¢ao

de imunocomplexos

Os anticorpos IgY anti-A. suum purificados foram aplicados em ensaios de ELISA
sanduiche para a detec¢do de imunocomplexos circulantes, formados por moléculas de IgG
séricas e antigenos parasitarios, em soros de individuos com Ascaris sp., negativos € com outras
parasitoses. Os valores de IE analisados entre os trés grupos de soros dos individuos
apresentaram diferenca significante (F =45,41; P <0,0001). O pds-teste utilizado, de multiplas
comparag¢des de Tukey, mostrou que houve diferencga estatistica quando comparada a média do
grupo positivo (m = 1,517) com a dos negativos (m = 0,525) e de outras parasitoses (0,737) (P
<0,0001), mas ndo houve diferenga entre as médias dos grupos negativo com outras parasitoses.
Amostras de soros que apresentassem IE > 1,0 foram consideradas positivas.

Os anticorpos IgY anti-A. suum purificados detectaram a presenga de imunocomplexos
em 80% (24/30) dos individuos positivos; em nenhum individuo negativo; e em 20% (6/30) dos
individuos com outras parasitoses, sendo 3/30 (10%) infectados com FEnterobius vermicularis,
e um caso cada (1/30; 3,3%) de ancilostomatideos, Entamoeba histolytica/dispar e Giardia
lamblia. Os valores diagnosticos de sensibilidade e especificidade foram de 80% (61,43%-
92,29%) e 90% (79,49%-96,24%), respectivamente, pontuados a partir do cut-off escolhido. A
performance do teste, indicada pela area sob a curva (ASC), foi de 0,930 (0,879-0,980).
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Figura 10 — (A) ELISA sanduiche para a detecgdo de imunocomplexos por anticorpos IgY anti-Ascaris
suum purificados em amostras de individuos infectados com Ascaris sp. (n = 30), saudaveis (n = 30) ou com
outras infecgdes parasitarias (n = 30). ****: one-way ANOVA, com pds-teste de Tukey (P < 0,0001); linha
tracejada indica o cur-off (IE = 1), considerou-se positivo quando IE > 1; as barras horizontais indicam a
média ¢ as verticais os desvios padrdo. (B) Curva receiver operating characteristic (ROC) indicando o
valor do cuf-off; sensibilidade (Se), especificidade (Es) ¢ area sob a curva (ASC).
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5 DISCUSSAO

A imunoglobulina Y (IgY), obtida das gemas de ovos de galinhas, tem atraido ateng@o
consideravel ao longo dos anos. Em comparagdo com a imunoglobulina G (IgG), a tecnologia
IgY apresenta varias vantagens, incluindo ndo ser invasiva, ndo ativar o sistema complemento
dos mamiferos nem os fatores reumatoides dos mesmos, e ainda apresenta alta rentabilidade
(CARLANDER et al., 2000). Devido a essas vantagens, a IgY tem sido amplamente utilizada
na ciéncia veterinaria e apresenta potencial na aplicagdo diagnostica, controle e tratamento de
doengas (SALEMI et al ., 2015; BORGES et al ., 2018). No presente estudo, anticorpos IgY anti-
A. suum foram produzidos, fracionados, purificados, caracterizados e aplicados pela primeira
vez, com o intuito de desenvolver uma nova ferramenta biotecnologica com potencial aplicagdo
em estudos experimentais, imunodiagnostico e terapia da ascaridiase humana.

Ovos de galinhas imunizadas com diferentes tipos de antigenos representam uma
excelente fonte de anticorpos IgY policlonais (BORGES et al., 2018). Neste estudo foram
obtidas em torno de 2,2 a 5,6 mg de imunoglobulina Y em cada mililitro de gema de ovo
fracionada. Comparando o rendimento dos anticorpos IgY E IgG, adquiridos por métodos
convencionais de imunizagdo, 200 mg deste ultimo podem ser obtidas mensalmente, com
aproximadamente 5% constituindo o anticorpo especifico; enquanto para IgY, 1500 mg podem
ser obtidas a cada més, com 2 a 10% deste valor correspondendo a IgY especifica (TINI et al.,
2002).

Comparada a produgdo de anticorpos em coelhos, a tecnologia IgY requer menores
volumes de antigeno para obteng@o de titulos altos e duradouros do anticorpo proveniente das
gemas de galinhas imunizadas (GASSMANN et al., 1990). Este estudo mostrou um aumento
nos niveis de IgY logo apos a primeira imunizagdo dos animais, permanecendo detectavel
durante toda a etapa de experimentagdo animal. O resultado encontrado esta em acordo com a
literatura, uma vez que a IgY pode ser detectada nas gemas de ovos aproximadamente 4 a 6
dias apos a primeira imunizagdo; e o refor¢o das imuniza¢des pode aumentar fortemente a
concentragdo de anticorpos, mantendo uma deteccdo de titulos altos de IgY durante um longo
periodo de tempo (GASSMANN et al., 1990; MULLER et al., 2015). Além disso, a inoculagio
do antigeno pela via intramuscular frequentemente resulta em niveis mais altos de anticorpos
no dia 28 apds a primeira imunizagdo (MUNHOZ et al., 2014), o que corrobora com 08
resultados encontrados neste estudo, mostrando um pico na detec¢do de IgY na quinta semana.

Na literatura ¢ bem elucidado que o uso da IgG de mamiferos em testes imunoldgicos,
e no diagnostico de geohelmintos pode causar resultados falso-positivos/reatividade cruzada

(YOSHIHARAM et al., 1993; MULLER et al., 2015; KHURANA; SETHI, 2017). De modo a
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avaliar se esta limitagdo ocorreria com a IgY, os anticorpos fracionados também foram
avaliados em teste ELISA de reatividade cruzada contra diferentes geohelmintos: Ancylostoma
ceylanicum e S. venezuelensis. Nao foi observada reatividade cruzada com o ultimo parasito,
embora o primeiro tenha apresentado baixa positividade durante a detec¢do entre a quinta e
nona semanas. Anticorpos IgY dessas mesmas semanas foram os mais reativos contra o ES de
Ascaris suum, e a presencga de epitopos semelhantes em geohelmintos (KENNEDY et al., 1989)
pode explicar a baixa reatividade encontrada com o antigeno de Ancylostoma ceylanicum.

A maturagdo da avidez de um anticorpo representa uma interacao crescente de afinidade
entre anticorpos e antigenos (FERREIRA-JUNIOR et al., 2012). Considerando IA > 60% como
alta avidez (VILIBIC-CAVLEK et al., 2016), ao longo dos estagios de resposta imune das
galinhas, houve producdo somente de anticorpos de alta avidez, com IA média de 78,30%,
demonstrando, assim, que galinhas imunizadas com o ES de Ascaris suum produzem grandes
quantidades de anticorpos especificos IgY de alta avidez apenas uma semana apés a primeira
imunizac¢do. Esse resultado era esperado, uma vez que anticorpos provenientes de galinhas
apresentam alta avidez (10° L/mol) apos a primeira imunizagfo, enquanto para alcangar esses
mesmos valores, uma ovelha, por exemplo, deve receber outras quatro doses de reforco (DIAS
DA SILVA; TAMBOURG]I, 2010).

Quando ha a necessidade de anticorpos IgY purificados, uma cromatografia de afinidade
pode ser utilizada. Portanto, os anticorpos foram purificados em uma coluna HiTrap IgY
Purification em sistema completo de cromatografia AKTA Prime Plus, dialisados,
concentrados e utilizados em testes de caracteriza¢do e aplicabilidade. A aplicabilidade de
anticorpos IgY em ensaios de immunoblotting j4 ¢ bem conhecida (FERREIRA-JUNIOR et al.,
2012) e representa uma possibilidade no campo do imunodiagnéstico da ascaridiase humana.
A IgY purificada foi capaz de reconhecer um espectro maior de proteinas antigénicas de A.
suum quando comparada com os outros anticorpos fracionados. Analisando o padrdo de
reconhecimento proteico pelos anticorpos fracionados, foi observado que as IgY provenientes
da sexta e oitava semana apresentaram maior reatividade. Esse resultado era esperado, uma vez
que corrobora com os dados encontrados no ELISA de cinética e de avidez. Esses resultados
mostram a importancia da purificagdo das moléculas de IgY pela cromatografia, uma vez que
esses anticorpos especificos apresentaram a caracteristica de reconhecer um perfil proteico mais
amplo quando comparados com os anticorpos que ndo sofreram esse processo. Essa analise de
reconhecimento de proteinas antigénicas por ensaios de immunoblotting pode ser uma

ferramenta util, por meio de estudos de protedmica, para determinar diferentes fatores de
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viruléncia do A. suum, para futuro desenvolvimento de vacinas e métodos diagnosticos
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2012).

Um método sensivel para a caracterizar a IgY ¢ por intermédio da identifica¢do do
parasito por técnicas de imunofluorescéncia (DIAS DA SILVA; TAMBOURGI, 2010). A IgY
purificada reconheceu cortes histologicos da regido posterior de uma fémea adulta de A. suum.
A reatividade cruzada com Ancylostoma ceylanicum e S. venezuelensis também foi avaliada em
cortes histologicos de ambos parasitos, ndo sendo evidenciada nenhuma reatividade da IgY.
Desse modo, a IgY purificada em coluna de afinidade foi utilizada com sucesso na reagdo de
imunofluorescéncia indireta, ndo mostrando sinais de reatividade cruzada da IgY com os outros
geohelmintos. Portanto, a técnica de imunofluorescéncia indireta juntamente com anticorpos
IgY anti-Ascaris suum podem ser utilizados como uma ferramenta diagnostica para a
ascaridiase.

Imunocomplexos sdo formados a partir da ligagdo de antigenos parasitarios a anticorpos
especificos produzidos pelo hospedeiro (GONCALVES et al., 2012). Apos o estimulo
antigénico, os anticorpos produzidos se combinam com os determinantes antigénicos, formando
entdo, imunocomplexos circulantes. Este processo ¢ um importante mecanismo de defesa do
organismo, pois possibilita a neutralizagdo, eliminagdo e inativa¢do de antigenos impedindo
que sejam depositados e que causem danos aos tecidos do hospedeiro (MARZOCCHI-
MACHADO; LUCISANO-VALIM, 1997). Testes diagnosticos com alta sensibilidade e
especificidade sdo extremamente importantes, uma vez que estamos seguindo em dire¢cdo a
interrup¢do da transmissdo de doengas tropicais negligenciadas, na qual a ascaridiase esta
inclusa. Entretanto, atualmente ndo existem métodos “padrdo-ouro” para a detec¢do dessas
infecgdes, além dos métodos parasitoldgicos de microscopia, que apresentam varias limitagdes
(WERKMAN et al., 2018).

No presente estudo, os anticorpos IgY purificados foram avaliados como ferramenta
diagnostica na detecgdo de imunocomplexos circulantes em amostras de soros de individuos
monoparasitados com Ascaris sp., negativos e infectados com outras parasitoses. O teste
apresentou valores altos de sensibilidade (80%) e especificidade (90%); e o anticorpo purificado
detectou 80% das amostras dos individuos positivos, com somente 6/30 individuos
apresentando titulos baixos de imunocomplexo. No entanto, foram reconhecidos 6/30
individuos falso-positivos no grupo de outras parasitoses, desses seis, quatro eram amostras de
individuos infectados com helmintos, e duas de individuos com infec¢des por protozoarios.
Contudo, os resultados estatisticos mostraram que os anticorpos IgY anti-A. suum ainda foram

altamente especificos para a detec¢do de imunocomplexos em amostras de individuos positivos,
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quando comparado com os outros dois grupos (F =45,41; P <0,0001). A auséncia de detecgdo
de imunocomplexos nos soros dos individuos positivos para a ascaridiase pode ser justificada,
uma vez que imunocomplexos muito pequenos ou muito grandes sdo facilmente eliminados,
enquanto que aqueles de tamanho intermedidrio podem, dependendo do antigeno e/ou
anticorpo, ser mais susceptiveis a deposi¢do nos tecidos e ndo estarem circulantes
(MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM, 1997). Assim, em qualquer destas
situagdes os imunocomplexos ndo serdo detectaveis no soro.

A producdo de anticorpos IgY € uma alternativa aos métodos diagnoésticos atuais da
ascaridiase. Anticorpos aviarios possuem muitas vantagens imunoldgicas sobre os anticorpos
IgG de mamiferos: a manutengdo das galinhas € economicamente viavel, os animais sdo
facilmente manipulados, além de ser uma técnica muito eficaz (DIAS DA SILVA,;
TAMBOURGI, 2010). Como foi mostrado neste estudo, os titulos de deteccdo da IgY
permaneceram altos por um longo periodo de tempo. Outra vantagem decorre da distancia
evolutiva entre as proteinas das aves e dos mamiferos, possibilitando a aplicagdo da tecnologia

IgY em pesquisas, diagnosticos e terapia (ZHANG et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

Galinhas de postura imunizadas com ES de fémea adulta de 4. suum produziram
anticorpos com alta rentabilidade, especificidade e avidez;

O fracionamento de anticorpos IgY policlonais, provenientes das gemas dos ovos
das galinhas imunizadas, pelo método de diluicdo por agua e consequente
purificacdo por cromatografia liquida de interagdo tiofilica proporcionaram a
obten¢do de anticorpos altamente purificados e com alta rentabilidade;

Os anticorpos IgY anti-A. suum foram capazes de produzir anticorpos especificos
logo apos a primeira dose de imunizag@o, com picos de producio na sexta e oitava
semanas, mantendo niveis detectaveis por um longo periodo de tempo;

Os anticorpos IgY anti-A. suum produzidos apresentaram alta avidez durante todo
o periodo de experimentagdo animal, com IA médio de 78,30%;

Os anticorpos IgY anti-A. suum purificados reconheceram um amplo perfil proteico
antigénico (12 bandas polipeptidicas) do ES de A. suum na reagdo de
immunoblotting unidimensional;

Os anticorpos IgY anti-A. suum purificados reconheceram ovos de 4. suum, a parte
uterina e a cuticula de uma fémea adulta de 4. suum em cortes histoldgicos do
parasito na reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI);

Os anticorpos IgY anti-A. suum purificados foram eficazes como ferramenta
imunodiagnostica para a ascaridiase humana na deteccdo de imunocomplexos
circulantes em soros de pacientes positivos, diferenciando-os dos grupos de

individuos saudaveis e de pacientes com outras parasitoses.
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