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RESUMO

A neurocisticercose (NC), resultado da presenca dos metacestodeos de 7. solium no sistema
nervoso central constitui a forma mais grave da cisticercose, sendo a principal causa de
epilepsia nos paises em desenvolvimento. O aprimoramento de testes imunodiagndsticos que
utilizem antigenos recombinantes se faz necessdrio diante da dificuldade de obtencdo de
suinos naturalmente infectados com metacestédeos de 7. solium, para a produgdo de antigeno.
O objetivo deste estudo foi identificar peptideos recombinantes ligantes a imunoglobulinas G
de pacientes com neurocisticercose por phage display, a partir de uma biblioteca randomica
de peptideos e verificar a imunorreatividade dos fagos selecionados pelo método
imunoenzimatico ELISA. Uma biblioteca de peptideos randémicos expressados em
bacteriéfagos filamentosos foi utilizada numa estratégia de selecdo contra as imunoglobulinas
(IgG) purificadas de soro de pacientes positivos para NC, outras parasitoses e aparentemente
sauddveis. As seqiiéncias do DNA correspondente aos insertos dos fagos selecionados foram
seqiienciados, traduzidos e analisados por bioinformética. Foram realizados testes de ELISA
com os dez fagos selecionados contra os trés grupos de pacientes (NC, outras parasitoses e
sauddveis). A especificidade de ligacdo dos fagos ao pool de soros foi analisado por ELISA
de competicdo. Os peptideos apresentaram similaridades significativas com proteinas
importantes do parasito 7. solium. Todos os clones apresentaram efici€éncia de diagndstico
satisfatorias no teste ELISA variando de 90 a 95%. Alguns clones ndo apresentaram
reatividade com o soro de pacientes infectados com Echinococcus granulosus, o que
representa um grande avango uma vez que esta reatividade cruzada é muito freqiiente. Os
dados de reconhecimento no teste de competicdo indicaram que os peptideos selecionados
podem mimetizar epitopos de 7. solium e se ligar especificamente ao pool de soro de
pacientes com NC. Conclui-se que os fagos identificados apresentaram peptideos especificos

para NC e sdo potenciais biomarcadores no diagndstico da doenga em amostras de soro.

Palavras-chave: Neurocisticercose; phage display, Taenia solium; ELISA; peptideos.
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ABSTRACT

Neurocysticercosis (NC), presence of Taenia solium metacestodes in the central nervous
system is the most serious form of cysticercosis and is the cause of epilepsy in countries under
development. The improvement of immunodiagnostic tests which use recombinant antigens is
importance because of the difficulty of obtaining parasites from naturally infected pigs for the
preparation of metacestodes 7. solium metacestodes crude antigen. The aim of this study was
to select phagotopes by phage display peptide library specific to IgG present in serum samples
from patients with NC and confirm the immunoreactivity from the selected phagetopes in the
ELISA test for the diagnosis of human neurocysticercosis in serum samples. We used in the
selection procedure a phage display peptide library in a selection strategy against the
immunoglobulins (IgG) purified from serum samples positively diagnosed for NC, other
parasitoses and apparently health individuals. The DNA sequences corresponding to the
inserts of the selected phage clones were sequenced, translated and analyzed by
bioinformatics. ELISA tests were performed with the ten phagetopes selected against the three
groups of patients (NC, other parasitoses and healthy). The binding specificities of the
recombinant phages to the pool of serum samples were analyzed by competitive ELISA.
Peptides showed significant similarities with important proteins from 7. solium. All
phagetopes presented satisfactory sensitivities and specificities in the ELISA test, varying
from 52.5% to 100% and 86.3% to 100%, respectively. Some phagetopes did not reacted with
serum samples from patients infected with Echinococcus granulosus, what is an advance since
this cross reaction is very commonly reported. The recognition data indicated that the selected
peptides could indeed mimic the epitopes on 7. solium and bind specifically to the pool of
serum with NC. We concluded that the identified phage clones displayed specific peptides to

NC, and are potential biomarkers for NC diagnosis in serum samples.

Keywords: Neurocysticercosis; phage display, Taenia solium; ELISA; peptides.
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1 - INTRODUCAO

Virias espécies de ténias causam problemas a saide humana sendo também
responsaveis por significativas perdas econdmicas na atividade pecudria. Na familia
Taeniidae, dois cestddeos importantes, Taenia solium e Taenia saginata, ttm o homem como
hospedeiro definitivo e, respectivamente o suino € o bovino como hospedeiros intermedidrios
(PAWLOWSKI; ALLAN; SARTI, 2005).

A tenfase € uma parasitose intestinal provocada pelo estidgio adulto de T. solium
(Linnaeus, 1758), ou T. saginata (Goeze,1782) cujo habitat € o intestino delgado do homem.
A espécie T. solium € universalmente aceita como a Unica a ocasionar a cisticercose humana,
resultado da ingestdo de ovos deste parasito. Neste caso as formas metacestédeas podem
acometer diversos 6rgdos e tecidos, tais como: olhos, musculos e sistema nervoso central
(SNC) (GARCIA; DEL BRUTTO, 2000), estas formas podem também ser encontradas na
glandula salivar (MAHAJAN; KHURANA; SETIA, 2007). Saenz e colaboradores (2008)
demonstraram que em humanos os cisticercos sao mais frequentemente encontrados nos
ventriculos e espago subaracndideo, na base do cérebro, (11,8%; 25,9%, respectivamente)
enquanto em suinos estes sao mais frequentemente encontrados no parénquima (44,4%).

A neurocisticercose (NC), resultado da presenca dos metacestédeos de 7. solium no
SNC constitui a forma mais grave da cisticercose, sendo a principal causa de epilepsia nos
paises em desenvolvimento (PATEL; JHA; YADAYV, 2006; VELASCO et al., 2006), e tém
sido observada em associacdo a outras doengas e também a tumores (NIIZUMA et al., 2007),
além de casos raros com quadros de parkinsonismo (LOPEZ et al., 2008).

Um estudo com individuos idosos, com e sem cisticercose, indicou que a
imunosenecéncia associada com alteracdes imunoldgicas causadas pela cisticercose resultam
em condi¢des favordveis para o desenvolvimento de neoplasias nos individuos acometidos

pela parasitose (CAVELLANI et al., 2007).

1.1- Aspectos morfolégicos

O parasito se caracteriza por auséncia completa do aparelho digestivo, segmentacdo do
corpo em proglotes dotadas cada uma de um sistema reprodutor hermafrodita; tteros em
forma de tubos longitudinais ramificados, testiculos numerosos e poros genitais situados nas

margens das proglotes com disposi¢do irregular (REY, 2001).



O estagio adulto localiza-se no intestino delgado humano e apresenta o corpo leitoso,
levemente rosado, com comprimento médio de 1,5 a 4 metros. O escélex € piriforme e
apresenta quatro ventosas € uma dupla coroa de actileos, com nimero variando entre 25 a 50,
inseridas em um rostro situado entre as ventosas. Os aculeos possibilitam melhor adesdo e
maior penetracdo do escolex entre as vilosidades intestinais (DEL BRUTTO; SOTELO,
1993). O estrobilo corresponde ao restante do parasito e possui aspecto de uma fita, composto
por um grande numero de segmentos, as proglotes, que variam de 800 a 900 por parasito e se
desenvolvem a partir do colo, estas apresentam diferentes estdgios de desenvolvimento:
jovens, maduras e gravidas. Decorridos trés a quatro meses de infec¢do, as proglotes gravidas
de T. solium contém cerca de 40.000 ovos cada uma e o ttero possui de 7 a 16 ramificacdes
laterais do tipo dendritica (FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006).

Os ovos medem aproximadamente 30 a 45 pum de diametro, s@o esféricos e de aspecto
radial, envoltos por uma espessa membrana protetora denominada embri6foro, em cujo
interior encontra-se um embrido hexacanto provido de trés pares de aculeos, também
denominado de oncosfera (SCIUTTO et al., 2000). Estes sdo bastante resistentes, podendo
permanecer vidveis por mais de oito meses sob condi¢des ambientais adequadas (locais
quentes e imidos), aumentando assim os riscos de transmissao (PESSOA; MARTINS, 1982;
HOBERG, 2002; FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006).

As formas metacestédeas constituem-se de uma vesicula ovdide, translicida, com
aproximadamente 15 mm de comprimento por 7 a 8 mm de largura, apresentando no seu
interior, liquido vesicular e um escélex invaginado. O liquido vesicular € claro e composto
por dgua, sais minerais, proteinas, uréia, creatinina, dcido drico, além de colesterol e glicose

(PESSOA; MARTINS, 1982; SPINA-FRANCA; LIVRAMENTO; MACHADO, 1993).

1.2 - Ciclo biolégico

Cisticercose € uma condicdo reconhecida desde os mais remotos tempos; todavia,
somente em 1855 teve seu ciclo esclarecido por Friedrich Kiichenmeister. Em um ensaio,
colocou metacestddeos na dieta alimentar de prisioneiros condenados; necropsiados meses
apos, identificou ténias no intestino da maioria deles (GARCIA et al., 2003a; HAWK et al.,
2005; FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006). Desta maneira, definiu que o
ciclo biolégico implica em dois hospedeiros, ou seja, heteroxeno.

No ciclo bioblégico o homem se infecta através da ingestao de carne suina, crua ou mal

cozida, contendo formas metacestodeas vidveis de 7. solium. ApGs trés ou quatro meses, a



ténia alcanca a maturidade e os pacientes comecam a eliminar as primeiras proglotes
juntamente com as fezes, em nimero de dois a cinco segmentos, duas a trés vezes por semana,
ocasiao na qual o helminto mede aproximadamente dois metros de comprimento (GARCIA;
DEL BRUTTO, 2003).

No ciclo natural o suino, hospedeiro intermedidrio, se infecta por meio da ingestdo de
ovos do parasito, neles as larvas se desenvolvem entre nove e 10 semanas e seu tamanho varia
de 1,5 a 12,5 mm. Os ovos sofrem a¢do da pepsina no estdbmago e perdem o embriéforo. No
intestino, por acao dos sais biliares, ocorre a ativacdo do embrido hexacanto ou oncosfera, que
uma vez liberado, movimenta-se ativamente em direcdo as vilosidades intestinais, onde
penetra com o auxilio de seus acileos, encaminhando-se posteriormente para as vénulas,
atingindo as veias e os vasos linfaticos mesentéricos, sendo transportado até outros 6rgaos e
tecidos. A oncosfera evolui para formas metacestodeas pequenas e translicidas (HAWK et al.,
2005).

O homem ao ingerir carne crua ou mal cozida de suinos ou bovinos infectados com
formas metacestddeas vidveis de T. solium, T. saginata ou T. asiatica desenvolvera a teniase.
No tubo digestivo do homem, por acdo de enzimas proteoliticas e sais biliares, as formas
metacestodeas sdo liberadas das vesiculas através de um processo de desenvaginacao do
escllex e as ventosas fixam-se a mucosa do intestino delgado. O rostro eleva-se entre as
vilosidades do jejuno, onde ancora firmemente os seus acileos, apds esta fase tem se inicio o
crescimento da ténia (DEL BRUTTO; SOTELO, 1993; TAKAYANAGUI; LEITE, 2001;
FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006).

As proglotes gravidas sdo eliminadas de 60 a 70 dias apds a ingestdo da carne
contaminada com os metacestédeos. Somente o homem tem sido encontrado com infec¢do
natural por 7. solium, ainda que experimentalmente tenha sido possivel infectar algumas
espécies de primatas (REY, 2001).

Na cisticercose humana o homem é hospedeiro intermedidrio acidental de 7. solium,
quando ingere ovos vidveis do parasito presentes na dgua ou verduras folidceas contaminadas
com ovos ou ainda por: heteroinfec¢do que consiste na manipulacdo direta de agua e
alimentos contaminados com fezes humanas ou manipulacdo indireta através da irrigacio e/ou
fertilizacdo com 4gua e/ou esterco contaminados; auto-infec¢do externa que consiste na
ingestdo de ovos de 7. solium pelo préprio individuo portador da teniase, resultado de maus
habitos higi€nicos; auto-infecc@o interna resultante de movimentos antiperistalticos ou de
vOmitos que permitem a algumas proglotes retornarem ao estdmago e sofrerem a a¢ao do suco

digestivo, permitindo a eclosdo dos embrides infectantes (REY, 2001; TAKAYANAGUI,



LEITE, 2001; GARCIA et al., 2003a, HAWK et al., 2005). Além da auto-infeccdo interna, ha
relatos de meios alternativos de transmissdo dos ovos de 7. solium como coprofagia nos
psicopatas, pelo ar e por moscas (TAKAYANAGUTI; LEITE, 2001).

A forma larvdria pode atingir os mais variados tecidos, incluindo a musculatura

esquelética e cardiaca, olhos, tecido subcutaneo, cavidade oral e SNC (LIMA et al., 2004;

PUSHKER; BAJAJ; BALASUBRAMANYA, 2005).

1.3 - Aspectos epidemiolégicos

O complexo teniase-cisticercose em humanos engloba, duas doengas distintas, com
sintomatologia e epidemiologia totalmente diferentes: a teniase e a cisticercose. A
urbanizacdo desordenada, vigilancia sanitdria deficiente, auséncia de saneamento basico e
educagdo sanitdria sdo os principais fatores que potencializam esse complexo. Essa zoonose
incide em paises subdesenvolvidos e em vias de desenvolvimento, principalmente os da Asia,
Africa e América Latina (FLISSER et al., 2003; SARTI; RAJSHEKHAR, 2003; KUMAR,
2004; MEDINA et al., 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), o complexo teniase-cisticercose
acomete 50.000.000 de individuos em todo mundo provocando aproximadamente 50.000
6bitos anualmente. Estima-se que o Brasil gaste aproximadamente US$85 milhdes no
tratamento de complicacoes da NC (PAL; CARPIO; SANDER, 2000). Além das
conseqii€éncias sociais e econdmicas para cada individuo e sua familia, destacam-se também
as repercussoes para o sistema de sadde e de previdéncia social (ITO et al., 2003; HAWK et
al., 2005; RAJKOTIA et al., 2007).

Apds encontro internacional sobre 7. solium e o complexo teniase-cisticercose, com
especial foco no leste e sul da Africa, realizado em Arusha, Tanzinia — Africa, em agosto de
2002, vérios autores reafirmaram o problema de sadde publica da teniase-cisticercose na
América Latina, Asia e Africa Central e Ocidental. A reuniio ainda demonstrou que este
parasito encontra-se difundido também na Africa Oriental e Meridional (DORNY et al, 2003;
SARTI, RAJSHEKHAR, 2003).

Na América Latina, calcula-se que a taxa de prevaléncia de NC e lesdes oculares € de
100 e 30 casos por 100.000 habitantes, respectivamente, atingindo cerca de 350.000 pessoas
(PINTO et al., 2002). A enfermidade foi encontrada em 17 paises latino-americanos, sendo
prevalente na Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Guatemala, México e no Peru. O complexo

tenfase-cisticercose constitui um problema na Argentina, Chile, Costa Rica, Haiti, Panama,
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Republica Dominicana e na Venezuela, mas a transmissdo € esporddica. Em alguns paises
deste continente sdo registrados apenas casos importados, com no caso do Canadd, Cuba,
Guiana Francesa, Jamaica, Paraguai, Suriname e Trinidade Tobago (ANTONIUK, 1999).

A cisticercose acomete milhares de individuos nos paises menos desenvolvidos
(GARCIA; DEL BRUTTO, 2003; MEDINA et al., 2005) e em paises desenvolvidos com alta
taxa de imigracdo de dareas endémicas (WHITE Jr, 2000; DeGIORGIO; PIETSCH-
ESCUETA; TSANG, 2005; KRAFT, 2007, SIKASUNGE et al., 2007), emergindo como um
sério problema na satde publica em varios paises (WILLINGHAM; ENGELS, 2006).

Os mecanismos de transmissao da cisticercose homem-suino, homem-homem t€m como
fator primordial as condi¢des socio-econdmicas e culturais do ser humano, uma vez que este é
o unico hospedeiro definitivo da teniase, ndo existindo reservatdrios silvestres. Dentre essas
condicdes destacam-se as sanitdrias, como falta de higiene pessoal e de saneamento badsico,
com contaminacdo da 4dgua e de alimentos com ovos do parasito provenientes de individuos
infectados pela forma adulta do parasito (FLISSER et al., 2003; GARCIA et al., 2003b;
SARTI; RAJSHEKHAR, 2003). Outro fator importante para manter a endemia de cisticercose
numa dada regido geogréifica é o sistema primitivo de criagdo de suinos, pois permite o
contato destes animais com fezes humanas mantendo o ciclo de vida de 7. solium. Esse fator,
aliado ao hébito de ingestdo de carne suina mal-cozida (cozimento ideal é por 30 minutos a
77°C), aumenta a prevaléncia da tenfase estritamente relacionada com a cisticercose
(SCIUTTO et al., 2000; HOBERG, 2002). Um estudo no sul da Africa apontou prevaléncia de
64,4% de T. solium em suinos, reafirmando o papel deste animal na manutengdo desta
parasitose (KRECEK et al., 2008).

Um estudo realizado no México por Huerta e colaboradores (2008) demonstrou uma
forte correlac@o entre a contaminagdo do solo com ovos de Taenia sp. e o diagndstico de NC
nos habitantes destas dreas.

Verificando a prevaléncia de anticorpos anti cisticerco em humanos na provincia de
Velore no sul da India Prabhakaran et al. (2008) encontraram 15,9% de prevaléncia entre os
moradores da cidade e 17,7% dentre os das areas rurais. Neste estudo, dentre todas as familias
da provincia em aproximandamente um terco delas havia pelo menos um membro positivo
para anticorpos anti-cisticerco.

No Brasil, a prevaléncia de cisticercose humana nas diversas regides geograficas foi
estimada em um estudo soroepidemioldgico, desenvolvido no Laboratério de Cisticercose da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Através de diagndstico imunoldgico detectaram-

se indices de positividade que variaram entre grupos naturais de diversas regides do pais,
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sendo 8,1% na regido Sudeste; 5,8% no Nordeste; 5,3% no Centro-Oeste e 3,5% no Sul do
pais (VIANNA et al., 1986).

A incidéncia de cisticercose no Brasil em estudos soroepidemiolégicos de acordo com
levantamento realizado por Agapejev (2003), ndo considerando as comunidades indigenas,
varia de 0,68 a 6,2%, sendo mais freqliente em hospitais psiquidtricos (38,5%) que na
populacdo geral estudada (0,8% em criangas e 2,3% em adultos). Em comunidades indigenas,
a incidéncia de cisticercose € 29,4% .

A NC tem sido apresentada com freqii€ncia nos estados do sul, sudeste e centro-oeste
do Brasil, principalmente em individuos dos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana e
Goids, sendo o género feminino mais acometido (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001;
BRAGAZZA et al., 2002; AGAPEJEV 2003; MENDES et al., 2005; BENEDETTI et al.,
2007).

N3ao considerando as diferengas regionais, a incidéncia de NC nos diversos servigos de
Neurologia e Neurocirurgia do Brasil, incluindo os hospitais gerais, varia de 0,03 a 13,4% nos
estudos clinicos, e de 0,12 a 9% em necropsias. Exclusivamente nos hospitais gerais, a
freqiiéncia observada de NC € 1,94 a 2,03%, mostrando o menor valor (0,19%) no estado de
S@o Paulo e o maior (4,8%) no estado do Parand. Em hospitais psiquidtricos do estado de
Minas Gerais, a freqiiéncia de NC corresponde a 12,2% (AGAPEJEV, 2003).

Na regidao Centro-Oeste, Oliveira et al. (2006), em um estudo soro-epidemiolégico,
demonstraram a endemicidade (11,3%) da cisticercose humana na cidade de Cataldo — Goias,
localizada a 100 Km de Uberlandia.

Na regido do Triangulo Mineiro, Costa-Cruz et al. (1995) verificaram a ocorréncia de
cisticercose em necropsias realizadas no periodo de 1971 a 1993 em Uberlandia-MG e
detectaram prevaléncia de 1,4%, sendo a localizagdao mais freqiiente o SNC. Gobbi et al.
(1980) relataram que em 2.306 necropsias realizadas em individuos falecidos em Uberaba-
MG foram encontrados 2,4% de casos de cisticercose e destes 66% foram de NC.

Um estudo realizado por Silveira-Lacerda et al. (2002) em quatro cidades do Tridngulo
Mineiro constatou a soroprevaléncia da cisticercose em Araguari (13,5%), Tupaciguara
(5,0%), Monte Alegre de Minas (4,8%) e Uberlandia (4,7%), demonstrando assim a
endemicidade da cisticercose na populagdo amostrada e a problemdtica do complexo teniase-
cisticercose na regiao.

Embora os fatores que se relacionam com a endemicidade do complexo teniase-
cisticercose sejam conhecidos, hd poucos estudos sobre o impacto de estratégias de controle.

Recentemente, foram investigados, por simulacOes através de modelos matemdticos, os
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efeitos de trés grupos distintos de intervencdes de controle (KYVSGAARD; JOHANSEN;
CARABIN, 2007), porém, ha a necessidade de aprimoramento de técnicas para melhorar o
controle desta doenca por razdes econdmicas e médicas (PAWLOWSKI, 2008).

A identificacdo dos mecanismos da resposta imune que interagem com o parasito para
induzir prote¢do ou injuria pode ser util para o desenvolvimento de estratégias mais fortes e

seguras para a prevenc¢do e tratamento da NC (SCIUTTO et al., 2007).

1.4 - Relac¢ao parasito — hospedeiro

Virios estudos em modelos experimentais tém investigado os mecanismos da resposta
imune provocados contra a forma metacestddea de 7. solium. Alguns desses apresentam
claramente heterogeneidade da resposta imune humoral, existéncia de mecanismos evasivos e

o fato que a resposta imune pode proteger ou prejudicar o hospedeiro (CARPIO, 2002).

1.4.1 - Acao patogénica e resposta imune

A entrada das oncosferas no organismo humano ndo é acompanhada de manifestagcoes
clinicas talvez por ser pequeno o nimero de larvas que empreendem sua migracdo através da
parede intestinal. Alcancando o ponto de fixagdo o parasito comeca seu processo patogeénico
pela compressao mecanica e deslocamento de tecidos e estruturas, decorrentes da localizagao
e crescimento do cisticerco e o processo inflamatério que geralmente envolve o parasito e
pode estender-se a estruturas vizinhas (REY, 2001).

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

A forma metacestddea pode persistir por longos periodos, em muitos casos por anos,
através das acdes de seus produtos de excre¢do e secre¢do, que modulam a resposta imune do
hospedeiro sem licitar uma reacdo inflamatoéria, a auséncia ou reducdo da inflamacgdo ¢é

resultado da secrecdo de serina proteases, que inibem a ativacdo do complemento, a ativagao
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de linfécitos e a producao de citocinas, com destaque para as interleucinas (IL) IL-2, IL-5 e
IL-10 (SCIUTTO et al., 2007; WANG et al., 2008).

Em contraste, a resposta inflamatéria ao redor de um ou mais metacestodeos
degenerados pode principiar uma doenga sintomética, através da proliferacao de linfécitos e
posterior diferenciacdo em células efetoras tipo Th1l e Th2, com producao de vérias citocinas,
ou de células plasmadticas, e anticorpos especificos. H4 um equilibrio parasito — hospedeiro
que € mantido como resultado da habilidade do parasito sobreviver no hospedeiro por longos
periodos (CARPIO, 2002; SCIUTTO et al., 2007).

A patologia, a clinica e a resposta imunoldgica ao parasito estdo relacionadas e
dependem tanto da localiza¢do, do nimero, do tamanho e da fase de desenvolvimento em que
se encontram os cisticercos, como da reacao dos tecidos parasitados (WHITE Jr, 2000; DEL
BRUTTO, 2005).

Na resposta humoral, hd predominédncia de imunoglobulina G (IgG), aumento menos
acentuado de IgE e IgM no soro de pacientes e inflamacdo do tipo celular, cronica, com
numerosos linfécitos e plasmécitos (REY, 2001; NASCIMENTO, 2003). Na NC clinicamente
severa, cisticercos colapsados e necréticos sdo encontrados rodeados por um infiltrado celular
proeminente. Algumas lesdes mostram vdrios linfocitos e células do plasma, macrofagos,
células gigantes multinucleadas e poucos eosinéfilos, hd também edema significante e dreas
de necrose tissular, acredita-se que a osteoponina (ativador de linfécitos T) possa estar
relacionada com a inflamacdo no perfil de resposta Thl e na formag¢do de granuloma na
cisticercose ativa (SCIUTTO et al., 2000, WANG, et al., 2008).

O conhecimento dos mecanismos imunolégicos envolvidos na relacdo parasita-
hospedeiro tem auxiliado na compreensdao da patogenia desta parasitose humana. Por
conseqii€ncia, esse conhecimento tem colaborado no desenvolvimento de testes imunoldgicos

para o diagnéstico laboratorial desta doenca (VAZ, 2001).

1.4.2 - Sintomatologia

A cisticercose caracteriza-se por ndo possuir sintomatologia propria ou quadro clinico
unico que a distingua, sendo uma doen¢a polimorfa, com diversos quadros clinicos e
apresentando sérias dificuldades para o diagndstico etiolégico (REY, 2001).

A NC também ndo possui sintomatologia caracteristica, podendo ser confundida com
outras sindromes neuroldgicas. As apresentacdes clinicas mais freqiientes sdo: epilepsias

(YEH; WU, 2008), hipertensdo intracraniana (hidrocefalia ou pseudotumoral), doenca de
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“Parkinson” (BOPPRE et al., 2001; SA et al., 2005), além de outros sintomas como tonturas,
convulsdes, déficit motor, movimentos involuntérios e distirbios comportamentais (HAMED,
EL-METAAL, 2007), crises depressivas (FORLENZA et al., 1998) e cefaléia (SOUSA et al.,
1998). No caso da forma racemosa, onde a localizacdo habitual do parasito é o espago
subaracndide, sendo mais freqiiente nas cisternas basais e na convexidade cerebral, sdo
observadas meningites cronicas e aracnoidites (ADITYA et al., 2004).

As manifestagdes clinicas da doenca podem variar de assintométicas a episédios graves.
Em algumas regides endémicas, estudos de autopsias demonstraram uma freqiiéncia de 43,3%
a 91% de individuos assintomaticos com NC (TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006).

Um cisticerco ativo, quando localizado no tecido cerebral, € responsdvel por
manifestacoes clinicas extremamente varidveis. Parasitos mortos podem induzir resposta
inflamatdria intensa associada a convulsdes epilépticas (apresentacdo mais comum da NC),
que geralmente representam a manifestacdo primdria da doenca, ocorrendo em 50-80% dos
pacientes com cisticercos no parénquima cerebral ou calcificacoes (DEL BRUTTO et al.,
2001; GARCIA et al., 2003a).

O edema em decorréncia da resposta imunoldgica a forma metacestédea pode levar
ainda a sintomas como aumento da pressao intracraniana, dores de cabeca, nduseas e voOmitos.
Os metacestodeos podem viver no paciente infectado por anos e podem se calcificar
(BARRY; KALDIJIAN, 1993).

A variedade de sintomas observada em pacientes com NC € associada com a geracdo de
produtos reativos pelas células inflamatdrias, estes produtos podem causar danos a membrana
de células induzindo a peroxidacdo de lipideos (LP) liberando radicais livres. Pacientes com
NC possuem niveis maiores de LP, especialmente aqueles com sintomas graves, uma vez que
a presencga de radicais livres pode favorecer o desenvolvimento de sintomas graves, mesmo
em pacientes sob tratamento antiinflamatério (RODRIGUEZ et al., 2008).

A severidade dos sintomas desta doenca € geralmente associada com a resposta
inflamatéria cronica, sugerida pela persisténcia do antigeno, que também podem ser
influenciada por glicoconjugados expressos pelos metacestédeos de 7. solium (ALVAREZ,

RIVERA, TEALE, 2008).

1.5 — Diagnéstico

O diagnéstico clinico da cisticercose € dificil de ser realizado em pacientes

assintomadticos, estando associado nos sintomaticos a alteracOes fisioldgicas provocadas pela
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localizagdo das formas metacestédeas. Devido ao polimorfismo das manifestacoes
neuroldgicas, comuns a outras doengas do SNC e também pela co-existéncia de cisticercos em
multiplos estdgios ha dificuldade de diagnéstico e manejo clinico (GARCIA et al., 2005;
HAWK et al., 2005; YANCEY; DIAZ-MARCHAN; WHITE Jr, 2005, ENSENAT, et al.,
2007).

O diagnéstico da neurocisticercose se baseia geralmente na combinacdo de dados
clinicos, epidemioldgicos, radioldgicos e soroldgicos (HAWK et al., 2005). Ressonancia
Magnética (RM) e/ ou Tomografia Computadorizada (TC) sdo as ferramentas de diagndstico
mais sensiveis e especificas. Entretanto, devido a seu alto custo e disponibilidade restrita, eles
podem ser limitados ao uso nos paises em desenvolvimento e com altas taxas de infec¢dao. As
manifestacdes clinicas nido sao especificas e ndo hd um método facil de confirmar o
diagnéstico de NC (YANCEY; DIAZ-MARCHAN; WHITE Jr, 2005). O desenvolvimento de
teste imunoldgicos, que se baseiem na detec¢do de anticorpos especificos no soro e liquido
cefalorraqueano (LCR), resultam em ferramentas confidveis para o diagnostico da NC. A
maioria dos testes que utilizam antigenos totais perdem em sensibilidade e especificidade,
reacoes cruzadas ocorrem frequentemente com outras parasitoses, especialmente
equinococose cistica e multilocular, causadas pelo estagio larval de Echinococcus granulosus
e Echinococcus multilocularis, respectivamente (KONG et al., 1992).

Os critérios (absolutos, maiores, menores e epidemioldgicos) para a definicio do
diagnostico da cisticercose e da NC foram estabelecidos por Del Brutto et al. (1996) e
revisados por Del Brutto et al. (2001). Esses ultimos critérios classificaram o diagnéstico da
NC em definitivo e provdvel, no entanto, os mesmos ndo foram vastamente avaliados em
paises onde a NC € endémica (YANCEY; DIAZ-MARCHAN; WHITE Jr, 2005). O critério
padrao ou absoluto para o diagndstico de NC inclui (i) demonstrac¢do histolégica do parasito
em bidpsia ou material de operacdo, (ii) lesdes cisticas mostrando o escélex por TC ou RM
sdo patognomodnicos (KRAFT, 2007) e (iii) visualizagdo fundoscdpica do parasito em casos
de cisticercose intraocular (DEL BRUTTO et al., 1996).

Dados soroepidemioldgicos que se baseiam em estudos de neuroimagem tém
identificado um grupo de individuos soropositivos sem evidéncias de doenca neuroldgica por
TC, chamando a atencdo para o fato de nem todas as infec¢des por cisticercose atingirem o
SNC. A soropositividade sem evidéncia de envolvimento neurolégico pode indicar um
quadro subclinico, cisticercose fora do SNC, ou desenvolvimento de uma imunidade protetora

(GARCIA et al., 2007).
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O imunodiagndstico da cisticercose humana constitui na detec¢do de anticorpos contra
antigenos da forma metacestédea de 7. solium, em amostras de soro, LCR, saliva ou sangue
em papel de filtro, alcangando quase sempre papel central no diagndstico da neurocisticercose
(COSTA, 1986). Dentre os testes imunolégicos destacam-se, a Reac¢do de Fixagdo de
Complemento (RFC) (FERREIRA et al., 1997), a Reacdo de Hemaglutinacio Indireta (HAI)
(COSTA, 1986), a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) padronizada por Machado;
Camargo; Hoshino (1973), o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) inicialmente
aplicada no diagndstico de cisticercose por Arambulo et al. (1978) e padronizado no Brasil
por Costa et al. (1982) em amostras de LCR e o Immunoblotting (Enzyme-Linked
Immunoelectrotransferblot - EITB) padronizado por Tsang; Brand; Boyer (1989).

Como técnicas alternativas Western blot, Enzyme-Linked Immunoelectrotransfer Blot e
outras técnicas de purificacdo t€m sido desenvolvidas. Entretanto, estes testes t€ém algumas
limita¢des, desde a falta sensibilidade para se detectar infec¢des por um tunico cisticerco até
problemas de especificidade em dreas endémicas, por anticorpos ndo especificos devido a
varias outras infeccoes (DORNY et al., 2003).

Nos dltimos anos vdarios pesquisadores t€ém testado novas técnicas para diagnosticar a
NC: Parija et al. (2004) utilizaram o teste de co-aglutinacdo (CO-A) para deteccdo de
antigenos de metacestédeos de 7. solium na urina de pacientes com NC, encontrando
sensibilidade e especificidade moderadas; Lee et al. (2005) testaram uma proteina de 10 kDa
recombinante de 7. solium expressada em uma bactéria para diagnosticar a esta doenca por
immunoblot; Ferrer et al. (2007) utilizaram insertos de cDNA clonados e purificados para
deteccao de NC ativa através do teste ELISA com amostras de soro e LCR, obtendo alta
sensibilidade e especificidade; e Machado et al. (2007) avaliaram fracdes obtidas pela
purificagdo do extrato salino de 7. solium através do Triton X-114 no imunodiagndstico da
neurocisticercose humana, encontrando resultados satisfatorios; outros autores tém testado
antigenos variados para o diagndstico de NC pelo teste Dot Blot (MANDAL et al., 2008;
SHUKLA et al., 2008).

A utilizacdo de marcadores moleculares tem sido amplamente estudada com o objetivo
de definir padroes de diversidade genética e variacdo interespecifica para Taenia sp. e

aprimorar os marcadores de diagndstico (HOBERG, 2002).
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1.6 — Phage Display

Atualmente existem métodos artificiais capazes de gerar um grande numero de
moléculas distintas para depois selecionar dentre elas os melhores candidatos com relagdo a
atividade desejada para novos compostos. O principio baseia-se na geracao de uma biblioteca
contendo um conjunto de variantes que envolvem todas as possiveis combinagdes dos
peptideos ou proteinas de interesse. Dentre estas metodologias, encontramos as bibliotecas
combinatorias de peptideos e a expressao na superficie de bacteriéfagos (phage display). Esta
metodologia tem provado ser uma técnica muito eficiente na obtencao de bibliotecas contendo
milhdes ou até mesmo bilhdes de diferentes peptideos ou proteinas.

Desde a sua descri¢do por Smith em 1985, a tecnologia de phage display, exposi¢do de
biomoléculas em fagos, t&ém apresentado utilizacdo cada vez mais crescente em diversas dreas
das ciéncias. Este autor foi o pioneiro na expressdo da enzima de restricdo Eco RI como a
fusdo da proteina trés (pIII) do capsideo do fago.

Uma biblioteca biologica consiste de um pool de microorganismos expressando
diferentes polipeptideos. Cada microorganismo carrega apenas uma seqiiéncia de DNA ou
RNA codificante para certo peptideo, representando um clone. Cada clone na biblioteca pode
ser propagado expressando o mesmo peptideo (MERSICH; JUNGBAUER, 2008).

Bacteri6fagos ou simplesmente fagos, sdo virus que infectam uma variedade de
bactérias Gram-negativas usando pilus sexual como receptor. As particulas de fagos
filamentosos (linhagens M13, f1 e fd), que infectam Escherichia coli via pilus F consiste de
DNA de fita simples incluso em uma cdpsula protéica (RUSSEL, 1991). A particula viral
esquematizada na Figura 1 é composta por cinco proteinas estruturais, presentes no capsideos
pllIL, pVI, pVIIL, pVIII e pIX.

Uma das vantagens do uso do bacteriéfago é que fagos filamentosos nao geram infecg¢ao
litica em E. coli, mas preferencialmente induzem a um estado no qual a bactéria infectada
produz e secreta particulas de fago sem sofrer lise (AZZAY; HIGHSMITH, 2002).

A proteina do fago mais utilizada para apresentar peptideos € a plll, que apresenta 3-5
cOpias por virion e € sintetizada com um sinal no peptideos N-terminal que € clivado durante
sua translocacdo na membrana interna, ela € responsavel pela formag¢ao do corpo cilindrico do
capsideo. A proteina plll madura possui 406 aminodcidos (aa), sua por¢do C-terminal se
encontra no citosol a N-terminal no periplasma, e um dominio de membrana simples ancora a
proteina 2 membrana. A por¢do N-terminal permite a inser¢do de longos fragmentos

peptidicos (MERSICH; JUNGBAUER, 2008).
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Figura 1 — Estrutura do fago. PIII, pVI, pVII, pVIII e pIX representam proteinas do fago.
Peptideos exdgenos sdo expressos geralmente na plIl ou pVIII (ARAP, 2005).

A maior proteina do capsideo € a pVIII, que também pode ser utilizada para a exposi¢ao
de peptideos. Esta proteina € sintetizada como um precursor necessdrio para a insercdo da
pVIII na membrana citoplasmdtica da célula bacteriana hospedeira. A proteina madura possui
50 aa e até 6 aa podem ser inseridos nesta proteina sem rompé-la (GREENWOOD; WILLIS;
PERHAM, 1991).

A pVI do capsideo é menos utilizada nos procedimentos de exposicdo (SIMONS;
KONINGS; SCHOENMAKERS, 1981). A Figura 2 demonstra a exposi¢dao de peptideos em
diferentes proteinas do capsideo do fago.

Das cinco proteinas presentes no capsideo viral existem aproximadamente 2.800 cépias
de 50 aa da proteina 8 (pVIII). Os mondmeros da pVIII estdo presentes na particula como
uma o— hélice, exceto 5 residuos da extremidade amino-terminal que estdo apresentadas fora
da particula. De 10-13 residuos da extremidade carboxi-terminal formam a parede interna do
cilindro. Esta regido contém 3 residuos de lisina carregadas positivamente que se localizam
em uma hélice anfifilica. As extremidades carboxi e amino terminal de uma molécula de

pVIII tém seus residuos conectados com a mesma regido de outra molécula de pVII

estabilizando o cilindro protéico (BARBAS et al., 2001).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do fago filamentoso (A) Fago selvagem, (B) Exposi¢do
de peptideos fundidos a pVIII, (C) Exposicdo de peptideos fundidos a pIlI (MERSICH;
JUNGBAUER, 2008).

Em uma extremidade da particula existem 5 cépias de cada uma das proteinas
hidrofébicas pVII e pIX (33 residuos de aa da pVII e 32 da pIX). Estas proteinas ndo sao bem
conhecidas, porém estudos sugerem que uma interaja com o DNA e a outra esteja exposta na
superficie. A outra extremidade contém aproximadamente 5 moléculas de 112 residuos de aa
na pVI e 406 na p IIl. A estrutura da pVI ndo é muito conhecida, sabe-se apenas que ela
interage com a p III (BARBAS et al., 2001).

Este sistema de phage display foi criado para a exposi¢do de bibliotecas de pequenos
peptideos (no maximo 30 aa) (PHIZICKY; FIELDS, 1995). As seqiiéncias de DNA de
interesse sao inseridas em uma localizagdao no genoma de bacteriéfagos filamentosos de modo
que a proteina codificada seja expressa na superficie do fago como um produto de fusdo a
uma das proteinas de sua superficie (AZZAY; HIGHSMITH, 2002).

A técnica € baseada na clonagem de fragmentos de DNA codificante de milhares de
variantes de certos ligantes (peptideos, proteinas ou fragmentos destas) no interior do genoma
dos fagos, fusionado ao gene codificante de uma das proteinas do capsideo deste fago
(geralmente plIl, mas também pVIIL, pVIII ou p IX). A fusdo com a proteina do capsideo é

incorporada as novas particulas de fago que sdo montadas no espaco periplasmatico da
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bactéria. A expressdo do produto do gene fusionado e sua subseqiiente incorporagdo a
proteina capsidial j4 madura, resulta na exposi¢do do ligante na superficie do fago, enquanto
seu material genético reside no interior do fago (BENHAR, 2001).

O phage display permite a selecdo de peptideos e ou proteinas, incluindo anticorpos e
peptideos, com alta afinidade e especificidade para varios alvos. A grande vantagem dessa
tecnologia estd na ligacdo direta que existe entre o fendtipo experimental e o gendtipo
encapsulado, mostrando a evolugcdo dos ligantes selecionados até moléculas otimizadas
(AZZAY; HIGHMITH, 2002).

Esta conexdo entre gendtipo e fendtipo permite o enriquecimento do fago especifico,
através da utilizacdo de um alvo imobilizado, bioppaning ou selecdo, € um processo no qual é
realizada a incubac@o dos fagos contra um alvo, os que ndo se ligam sdo eliminados por
lavagens sucessivas e os fagos especificos permanecem ligados para posterior eluicdo, o pool
de fagos especificos € amplificado para ciclos posteriores de selecao para o enriquecimento do
conjunto de fagos especificos contra o alvo (SMITH, 1985).

Bibliotecas de peptideos fusionadas em fagos t€ém sido muito utilizadas no estudo das
interacdes entre antigeno e anticorpo (BIRCH-MACHIN et al., 2000) estes trabalhos
demonstraram a obtencdo de peptideos especificos pela selecio de fagos com anticorpos
monoclonais e policlonais, epitopos lineares, tanto quanto mimetopos, os que imitam
antigenos lineares, descontinuos, conformacionais e até mesmo epitopos nao peptidicos de
antigenos.

O sucesso da selecdo por phage display depende da complexidade da biblioteca: a maior
diversidade de clones dentro da biblioteca aumenta a probabilidade de conter seqii€éncias que
ligardo a um determinado alvo com maior afinidade (NOREN; NOREN, 2001).

Bibliotecas de peptideos randémicos compreendem um vasto nimero de peptideos de
um dado tamanho (107 - 10°), onde suas seqiiéncias sdo geradas aleatoriamente por uma
variedade de residuos de aa em cada posi¢do. Os peptideos expressos, em forma linear ou
circular, sdo capazes de mimetizar estruturas conformacionais e epitopos continuos ou
descontinuos. A construcdo destas bibliotecas € feita principalmente pela inser¢ao de
oliginucleotideos degenerados aleatoriamente sintetizados quimicamente no gene que codifica
a proteina do capsideo (AZZAY; HIGHSMITH, 2002; DYBWAB et al., 2003).

Esta metodologia tem se mostrado util ndo apenas para o mapeamento de interagdes
proteina-proteina como na identificacdio de moléculas alvo importantes para o
desenvolvimento de vacinas e drogas contra parasitos como Plasmodium sp., causador de

maldria e Brugia malayi, causadora de filariose linfitica (GNANASEKAR et al., 2008;
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LANZILLOTTI; COETZER, 2008), assim desenvolvimento veiculos de entrega de vacinas
por si proprios (BENHAR, 2001).

Através da técnica de Phage display Gazarian et al. (2000), mapearam epitopos da
regido N-terminal de TPmy (paramiosina de 7. solium), que sdo altamente imunogénicos
nesta molécula. Utilizando diferentes métodos de selecdo e eluigcdo, identificaram peptideos
com similaridade a proteina em questdo, sugerindo a identificacdo de um epitopo linear e
descontinuo, com provaveis propriedades de determinantes imunodominantes, reveladas
andlises computacionais de antigenicidade. Esta técnica tem sido utilizada no entendimento de
doencas provocadas por virus, bactérias, protozodrios e parasitos € a interacdo entre seus
antigenos e a resposta imune do hospedeiro, na busca de mapear epitopos ou desenvolvimento
de vacinas.

A capacidade de fagos recombinantes de entregar antigenos para a vacinagdo contra
cisticercose suina foi testada, demonstrando uma capacidade protetora desta vacina contra a
doenca (MANOUTCHARIAN et al., 2004).

Antigenos de T. crassiceps forma isolados de um biblioteca de cDNA e avaliados sua
utiliza¢do no diagnéstico da NC, 3 clones foram obtidos e reconheceram anticorpos presentes
noLCR e soro de pacientes com NC confirmada (ROBLES et al., 2005).

A selecao por afinidade de peptideos de bibliotecas de fagos utilizando LCR de
pacientes foi sugerida como uma ferramenta atrativa para o desenvolvimento de novos
reagentes para um teste diagndstico simples e sensivel e para o entendimento dos mecanismos
moleculares da patogénese da NC (MANOUTCHARIAN et al., 1999).

Com a técnica de apresentacdo em fagos, podemos agora testar genes de interesse em
grande escala, na busca de um conjunto de proteinas que interagem, € que vem sendo
chamado interatoma. A busca destes interatomas promete expandir os limites criados com os
projetos de genoma e permitem agora inferir acerca de como estes genes se relacionam,
explicando o individuo fenotipicamente (BRIGIDO; MARANHAO, 2002).

Além das varias utilizagcdes da técnica in vitro ela pode ser realizada in vivo para
identificar peptideos que se ligam em 6rgdos especificos. Neste caso, a biblioteca de fagos é
injetada por via intravenosa, geralmente em roedores, e apds o periodo de incubagdo os
orgdos de interesse sdo removidos e os fagos, ligados por afinidade, sdo eluidos e analisados
(ARAP, 2005). Embora esta abordagem venha sendo utilizada apenas em animais, Arap et al.
(2002) utilizaram o bioppaning in vivo em humanos para o mapeamento de receptores ligantes

de vasos sanguineos de um paciente com cancer.
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Considerando a severidade dos sintomas, o pleomorfismo de achados clinicos de
pacientes com NC, inclusive criancas, € a endemicidade desta doengca na regido de
Uberlandia, novas metodologias para pesquisa de anticorpos circulantes devem ser
incessantemente investigadas. Avancos nesta drea permitirdo melhor integracdo da clinica, do
imunodiagndstico e da neuroimagem, contribuindo assim com o diagndstico e o tratamento
desta grave doenca.

Vistas as dificuldades dos testes soroldgicos para detec¢do da cistcercose e NC, tém
sido desenvolvidas nos ultimos anos bibliotecas de peptideos randomicos expressos na
superficie de fagos, aumentando o interesse desta técnica (Phage display) como fonte de
identificacdo de um grande nimero de epitopos € mimetopos.

A aplicacdo de bibliotecas de peptideos em fagos para a identificacdo de anticorpos
especificos ao nivel de aa traz informacdes importantes sobre mecanismos moleculares de
doencas e ainda possibilita novas ferramentas uteis no diagndstico. Uma vez que esta
estratégia nao requer informacgdes detalhadas sobre o antigeno natural, é possivel identificar
agentes responsaveis por doencas com etiologia obscura utilizando apenas o soro do paciente
e uma biblioteca de peptideos.

Uma das utilizagdes mais difundidas tem sido para o descobrimento e mapeamento de
epitopos de anticorpos. A principal vantagem de se identificar epitopos através de bibliotecas
randomicas de peptideos dispostos em fagos € que nio hd necessidade de se conhecer o local
de reconhecimento do antigeno pelo anticorpo (IRVING et al., 2001). Além disso, muitos
epitopos antigénicos t€m sido identificados através desta técnica (DROMEY et al., 2006;
YANG et al., 2005; WU et al., 2006). Além de sua utilizacdo nos dltimos anos esta estratégia
tem sido realizada para se identificar epitopos relacionados a doencas autoimunes como artrite
reumatdide, purpura trombocitopenica e esclerose multipla (MANOUTCHARIAN et al.,
1999).

Virias aplicacdes das bibliotecas de peptideos randomicos expostos em fagos tém sido
realizadas com sucesso, tais como mapeamento de epitopos, desenvolvimento de vacinas e
identificacdo de peptideos miméticos de ligantes ndo peptidicose, preparagao de anticorpos
monoclonais pela utilizacdo de bibliotecas de fagos geradas pela imunizacdo in vitro de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC); estudo de interagdes proteina-proteina,
além da utilizac@o de fagos como veiculadores na entrega de drogas contra células cancerosas
(IRVING et al., 2001; HOF; HOEKE; RAATS, 2007; BAIR et al., 2008; BAR; YACOBY;
BENHAR, 2008; MATSUMOTO et al., 2008).
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Em diversos contextos € altamente desejavel mapear os epitopos de uma regido
especifica do ligante protéico natural. Caso o epitopo seja continuo e nao dependente de
conformacgdo, bibliotecas de peptideos randomicos proporcionam uma maneira facil e barata
de alcancar este objetivo. O receptor (alvo bioldgico) é utilizado para selecionar peptideos
randomicos ligantes, e as seqiiéncias motivo nos peptideos selecionados sdo comparadas as
seqiiencias de aa criticos constituintes do ligante natural do alvo bioldgico, possibilitando o
mapeamento de epitopos de uma regido especifica (PRUDENCIO, 2008).

As vantagens da utilizacdo da técnica sdo a habilidade de selecionar ligantes de alta
afinidade, a possibilidade de produzir proteinas soldveis, o baixo custo, o facil manuseio e a
rapidez (SMITH; PETRENKO, 1997). Uma aplicac@o particular é a identificacdo de novos
peptideos bioativos pela selecdo contra receptores de superficie celulares imobilizados ou em
células intactas (SILVA JR et al., 2002).

Fagos também sdo comumente utilizados como particulas imunogénicas para a geracao
de anticorpos contra peptideos recombinantes expressos nas regides aminoterminais de
proteinas de superficie, e reagir cruzadamente com alvo original, indicando que mimetopos
expressos poderiam ser utilizados como candidatos de subunidades vacinais (YANG;
SHIUAN, 2003).

T. solium ainda nao estd bem caracterizada a nivel molecular e esta nova técnica (phage
display) pode definir epitopos que podem ser utilizados para deteccdo de anticorpos presentes
em amostras de pacientes com NC, para se desenvolver um teste imunodiagndstico simples e
sensivel, além de prover informacdes sobre os mecanismos moleculares da doencga
(MANOUTCHARIAN et al., 1999).

Diante da importancia do diagndstico da NC, parasitose endémica no Estado de Minas
Gerais, e da dificuldade de obter extratos antigénicos purificados que demonstrem altos
indices de sensibilidade e especificidade, faz se necessario a aplicacdo de técnicas que

minimizem os resultados falsos positivos ou de falsos negativos.
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2-0OBJETIVOS

v Identificar peptideos recombinantes ligantes a imunoglobulinas G (IgG) de pacientes

com neurocisticercose por phage display;

v" Purificar anticorpos (IgG) por beads magnéticos para selecdo de peptideos, a partir de

uma biblioteca randomica de peptideos, por bioppaning;

v' Caracterizar os peptideos selecionados no bioppaning por sequenciamento;

v Determinar os antigenos potenciais mais imunogénicos e seus provaveis dominios

funcionais (epitopos) através da utilizagao de programas de bioinformatica;

v Verificar a imunorreatividade dos fagos selecionados pelo método imunoenzimético

ELISA.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de

Uberlandia (CEP/UFU), sendo o nimero de referéncia 235/07.

3.2 - Amostras de soro

As amostras bioldgicas de pacientes com neurocisticercose foram obtidas por meio da
aliquota que seria desprezada, apds os exames de rotina, pelo Laboratério de Andlises
Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia — MG (HC-UFU). As
amostras de soro de pacientes com teniase e outras parasitoses foram colhidas a partir de
resultados positivos de exames de fezes realizados no Laboratério de Andlises Clinicas do
HC-UFU. As amostras do grupo controle foram obtidas de individuos da comunidade que
consentiram em participar do projeto. Foram obtidas 120 amostras de soro, divididas em trés

grupos:

3.2.1 - Amostras de soro de pacientes com diagnostico definitivo de

neurocisticercose (Grupo 1)

Foram utilizadas 40 amostras de soro de pacientes com diagndstico definitivo de NC de
acordo com os critérios propostos por Del Brutto et al. (1996). Sob tais critérios, um
diagnéstico definitivo de NC se baseia na presenca de um critério absoluto que pode ser a
demonstracdo histolégica do parasito por bidpsia, visualizacio do escélex da forma
metacestddea por TC ou RM ou a visualizagdo direta do parasito na subretina através do
exame de fundo de olho; a presenca de dois critérios principais, um critério secundario € um

critério epidemiolédgico levam ao diagnéstico desta doenca.

3.2.2 — Amostras de soro de pacientes infectados por outros parasitos, incluindo

Taenia sp. (Grupo 2)

Com o objetivo de verificar a reatividade cruzada nos métodos imunolégicos, foram

utilizadas 40 amostras de soro de pacientes infectados por: Ancilostomideos (n=5), Ascaris
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lumbricoides (n=5), Echinococcus granulosus (n=4), Enterobius vermicularis (n=4),
Hymenolepis nana (n=4), Schistosoma mansoni (n=4), Strongyloides stercoralis (n=4), Taenia
sp. (n=6) e Trichuris trichiura (n=4).

As amostras de soro foram colhidas de individuos com exames parasitoldgicos de fezes
positivos apds a andlise de trés amostras fecais pelos métodos de HPJ e/ou Baermann-Moraes
(HOFFMANN; PONS; JANER, 1934; BAERMANN, 1917; MORAES, 1948), sendo todas

triadas pelo Laboratério de Diagndstico de Parasitoses-UFU.

3.2.3 - Amostras de soro controle de individuos aparentemente saudaveis
(Grupo 3)

Foram utilizadas 40 amostras de soro de individuos voluntérios, assintomaticos, que em
trés exames parasitologicos de fezes realizados pelo método de HPJ e Baermann- Moraes
(HOFFMANN; PONS; JANER, 1934; BAERMANN, 1917; MORAES, 1948). Estes
individuos apresentaram sorologia negativa para NC, utilizando o extrato salino total de

metacestddeos de 7. solium e negaram histdrico anterior de teniase-cisticercose.

3.3 — Obtencao das formas metacestéodeas de 7. solium

Os metacestodeos de 7. solium, que ja estavam disponiveis no Laboratério de Diagndstico
de Parasitoses — UFU foram obtidos de musculos esqueléticos de suinos naturalmente infectados,
lavados em solugdo salina (NaCl, 0,15 M) por quatro vezes, identificados e armazenados a —

20°C.

3.4 — Preparo do extrato salino total de metacestodeos de 7. solium

Foram utilizados 50 metacestddeos integros ou rompidos de 7. solium para o preparo do
extrato salino total (S), de acordo com Costa (1986), com algumas modificacdes. Os
metacestédeos foram triturados em graal e ressuspendidos em 2,5 mL de dgua destilada e em
seguida a mistura foi submetida a homogeneizador de tecidos (Glas Col®, USA) por cinco ciclos
de 1 minuto cada, em banho de gelo, e posterior tratamento de ultra-som (Thornton, Impec
Eletronica, Sao Paulo, Brasil) a 40 kHz por quatro ciclos de 30 segundos cada em banho de gelo.
Apbs isotonizagdo com 2,5 mL de solu¢ao de NaCl (0,3 M), foram empregados mais trés ciclos

de ultra-som. Em seguida, a mistura foi submetida a 4 °C por duas horas sob agitacdo lenta e
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posteriormente centrifugada a 12.400 x g (Du Pont Sorvall® Products Newton, Conectcut, USA)

por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante obtido constituiu o extrato S.

3.5 - Purificacao da Imunoglobulina G por beads magnéticos

A purificacdo de imunoglobulinas foi realizada através de beads magnéticos a partir de
100 pl do pool de soros de 10 pacientes com NC, disponiveis no Laboratério de Diagnéstico
de Parasitoses da Universidade Federal de Uberlandia.

O mesmo procedimento foi realizado para a purificagdo de anticorpos de pacientes com
outras parasitoses e individuos aparentemente saudaveis.

Foram colocados em um microtubo 100 pl de beads de proteina G (Dynalbead Protein
G), que foram lavados 3 vezes com tampao MES 0,1 M, pH 5,0; em seguida 100 ul do pool
de soros foi acrescentado, e incubado sob agitacao por 30 minutos. Em seguida os beads
foram lavados com tampao MES e a eluicdo ocorreu com a adi¢ao de 30 ul de tampao citrato
0,1 M pH 2,0, no separador magnético o sobrenadante foi retirado com as imunoglobulinas G
(IgG) remanescentes. O pH foi neutralizado com 1:3 de tampao Tris-HCI (1 M) pH 9,1.

Estimou-se a quantidade de anticorpos obtida pelo método de detec¢do e quantificagio
de proteinas descrito por Jonhstone e Thorpe (1987), onde a Concentracio da amostra =

Absorbancia a 280 nm X Fator de dilui¢ao/ 1,36.

3.5.1 — Dot blot para confirmacao da purificacao das Imunoglobulinas

No experimento de Dot-Blot, uma membrana de nitrocelulose foi sensibilizada com 2 pl
de cada pool de IgG purificada (NC, outras parasitoses e aparentemente saudaveis) por spot.
A membrana foi incubada a Ta, até secarem os spots, lavada trés vezes por 5 minutos cada
com TBS-T (TBS + 0,1% volume/volume de Tween 20). Apds as lavagens, a membrana foi
bloqueada por 1 hora a temperatura ambiente com 1 ml de tampao de bloqueio (TBS-T 0,1% -
leite em pds desnatado 5%). Apds o bloqueio a membrana foi lavada mais trés vezes como
anteriormente. Em seguida, foi adicionado o anticorpo secunddrio anti-IgG humana
conjugado com fosfatase alcalina 1:5000 (Sigma Chemical) em tampdo de bloqueio e
incubacdo por mais lh temperatura ambiente. A reacdo foi revelada com o substrato
NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate -Sigma). Cada tira

possuia um controle positivo € um negativo.
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3.6 - Selecao de peptideos — Biopanning

Para a selecdo dos peptideos recombinantes (expressos na proteina III do capsideo de
fagos filamentosos), reativos com os anticorpos descritos no item 3.5, utilizou-se uma
biblioteca randomica de peptideos de 12 aa (Ph.D-12 mer- New England Biolabs). O
procedimento de selecdo foi realizado de acordo com as recomendacgdes do fabricante, com
algumas modificag¢des (Figura 3).

Uma placa de microtitulacio foi sensibilizada com 150 ul/poco das IgG anteriormente
purificadas, a 100pug/ml, diluidas em tampdo bicarbonato 0.1 M (pH 8.6 ) com posterior

incubacgdo overnight a 4°C, sob agitacao lenta em camara imida.

1. Manipulacio dos fagos para a obtencfio de uma hiblioteca

e
/,
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Figura 3 - Biopanning, a biblioteca de fagos € sujeita a diversos ciclos de selecdo por afinidade
incluindo a captura dos fagos com antigeno, lavagem para remover os fagos nao ligados, elui¢ao
para recuperar os fagos ligados e amplificacdo em Escherichia coli. Quando o enriquecimento

adequado for alcancado os clones sdo isolados e caracterizados (BENHAR, 2001).
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Em seguida, a placa foi seca batendo-a contra papel de filtro para remover a solucio
residual, para a realizacdo do bloqueio da mesma. O bloqueio se deu pela adicdo de 300
ul/pogo de tampao de bloqueio (NaHCOs 0,1M, pH 8,6; BSA 5Smg/mL), 1 h a 4°C, sob
agitacdo lenta. Apds a incubagdo, lavou-se a mesma por 6 vezes com 200 ul/poco de TBS-T
(tris HC1 50mM- pH 7,5, NaCl 150mM — Tween 20 0,1%) por um minuto, sendo seca, em
seguida, com papel de filtro para entdo receber 10 ul da biblioteca de fagos diluido em 90 pl
de TBS-T, que foram colocados no poco sensibilizado com IgG de pacientes com outras
parasitoses, nos outros pog¢os foi colocado 20 ul de TBS para que estes nao ficassem secos.

Incubou-se a mistura anticorpo - fago por 1 hora sob agitacdo lenta a temperatura
ambiente (Ta) e em seguida os fagos ndo ligados foram transferidos para o poco sensibilizado
com IgG de individuos aparentemente saudaveis, e em seguida os que ndo se ligaram foram
passados para o poco sensibilizado com IgG de individuos positivos para outras parasitoses,
por ultimo os fagos que nao se ligaram foram colocados no poco com a IgG de pacientes com
NC para que aqueles que ndo fossem especificos a doenga ficassem ligados nos outros pocos,
realizando desta forma sele¢des negativas. Os fagos ndo ligantes a IgG de pacientes com NC
foram descartados e a placa lavada mais 10 vezes com 200 ul de TBS-T 0,1%, sendo em
seguida preparada para a eluicdo dos fagos ligantes as IgG de pacientes com NC com 100 ul
de tampao de eluicdo (extrato total de metacestdédeos de 7. solium 200 pg/ml em TBS-T) por
40 minutos a Ta. O eluato foi transferido para um eppendorf e mantido sob refrigeracao.

Titulou-se uma pequena quantidade de amostra deste eluato (1 puL) e o restante, foi
utilizado para re-amplificacdo, realizada em 20 mL de cultura de Escherichia coli (ER 2738)
em fase inicial de crescimento (OD ¢y < 0,3) contendo tetraciclina e incubada por 4,5 horas
em agitador com temperatura controlada a 37°C, antes do procedimento de precipitagdo dos
fagos para titulacdo posterior.

A cultura foi transferida para um tubo e centrifugada (10 minutos, 10.000 rpm, 4°C), as
células residuais descartadas e o sobrenadante transferido para um tubo limpo e centrifugado
novamente. O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo, onde se adicionou 1/6 do
volume de PEG-NaCl (20% peso/volume de polietileno glicol-8000; NaCl 2,5M) e a mistura
permaneceu em repouso overnight a 4°C. No dia seguinte, centrifugou-se o precipitado (15
minutos, 10.000 rpm, 4°C), o sobrenadante foi descartado e o tubo novamente centrifugado,
nas mesmas condi¢des anteriores por mais 5 minutos para remog¢do do sobrenadante residual.
O pellet de fagos foi ressuspendido em ImL de TBS, transferido para um microtubo e
centrifugado (10 minutos, 10.000 rpm, 4° C) para a retirada das células residuais e o

sobrenadante transferido para um novo microtubo, para adi¢ao de PEG-NaCl (1/6 do volume).
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Incubou-se a mistura por 1 hora em gelo, com posterior centrifugacdo (15 minutos, 14.000
rpm, 4°C), o sobrenadante foi descartado e o tubo centrifugado novamente por mais 5 minutos
para retirada do sobrenadante residual, e o pellet ressuspendido em 200 uLL de TBS e
centrifugado por 1 minuto, o sobrenadante foi transferido para outro tubo estando pronto para
titulagdo.

Os fagos re-amplificados a partir do primeiro ciclo de selecdo foram utilizados em um
segundo ciclo (2,0 X 10" pfu) e assim subsequentemente por um total de quatro ciclos, sendo
que a partir do terceiro aumentou-se a estringéncia do tampao de lavagem de 0,1% para 0,5%,
utilizando-se entdo 0,5% de Tween 20 em todas as lavagens.

Para todas as titulacdes utilizou-se 1 uL dos fagos, diluidos em 9 pL do meio de cultura
LB. As dilui¢des foram 10" & 10°, para o eluato e eluato amplificado, os fagos, nos titulos
conforme descrito anteriormente, foram incubados com 200 pL de E. coli (ER 2738) e
plaqueados em meio sé6lido contendo IPTG (0,5mM) e X-gal (40 ug/mL), juntamente com 3
mL de Agarose Top (10 g de Bacto-Triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g deNaCl, 1 g de
MgCl, . 6 H, O/ litro).

Ap6s incubacdo em estufa por toda noite a 37°C, as coldnias azuis foram contadas para
a obtenc¢do dos titulos de entrada e saida para todos os ciclos de selecdo (nimero de coldnias

azuis X fator de dilui¢do).

3.7 - Caracterizacao dos clones

As coldnias que apresentaram coloracio azul, demonstrando a quebra do substrato X-
gal e a expressdo do gene da B-galactosidase pelo fago, foram re-amplificadas separadamente
em microtubos para o armazenamento dos clones selecionados. Para isso, adicionou-se as
colonias isoladas a 1mL de meio de cultura contendo E. coli (ER 2738) em fase de
crescimento inicial e tetraciclina, apds incubacao overnight a 37°C sob agitacdo vigorosa, os
tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 30 segundos, para retirada do sobrenadante da
cultura a ser utilizado para a extracdo de DNA, e posterior armazenamento do pellet
juntamente com o mesmo volume de glicerol 50%. Cento e quatorze clones devidamente

identificados foram utilizados para os processos de caracteriza¢io descritos no item 3.8.
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3.8 - Obtenciao e sequenciamento do DNA

Para obten¢cao de DNA dos fagos foram utilizadas as colonias isoladas e crescidas como
descrito ano item 3.7. Apds o crescimento, as culturas foram centrifugadas (10 minutos
10.000 rpm, 4°C), sendo o sobrenadante utilizado para a precipitagdo com 1/6 do volume de
PEG-NaCl (20% polietileno glicol-8000, NaCl 2,5M) por 10 min a Ta. O material foi, em
seguida, centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 100 uL. de tampao Iodeto de Sédio (Tris-HC1 10mM pH 8,0, EDTA
ImM e Nal 4M), e a precipitacdo de acido nucléico foi realizada com adicao de 250 puL de
etanol absoluto, este material foi deixado 10 minutos a Ta, centrifugado por 10 minutos a
14.000 rpm a 4°C, o sobrenadante descartado e o pellet lavado com etanol 70%, sendo em
seguida centrifugado e o pellet ressupendido em 20 pL. de dgua mili-Q, de acordo com Barbas
et al., 2001. A qualidade e quantidade de DNA presente nas amostras foi avaliada por
amostragem em gel de agarose 0,8 %.

A reagdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se o kit DYEnamic ET Dye
Terminator Cycler (Pharmacia), 3 uL do DNA obtido e 1 uL de Primer -96 glIII (-96 M13 —
5" no CCCTCATTAGTTAGCGCGTAACG 3’ — Amersham Biosciences), que amplifica a
regido de aa codificantes dos peptideos randdmicos fusionados nos fagos M 13
recombinantes.

A reacdo de amplificacdo aconteceu em termociclador (Eppendorff). A precipitagdo do
material amplificado se deu acrescentando-se acetato de amonio 4M e etanol absoluto as
amostras, seguido de centrifugac@o por 40 minutos a 14.000 rpm a 4°C e lavagem com etanol
70% com posterior centrifugacdo por 10 minutos nas condi¢des anteriores. A diluicao foi
realizada com 10 uL de tampao de corrida apropriado (Loading buffer). O sequenciamento se
deu utilizando-se o seqiienciador automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences).

A andlise das seqiiéncias de DNA provenientes do seqiienciador automadtico foi
processada em software do préprio equipamento (Sequence Analyser, Base Caller, Cimarron

3.12, Phred 15). Logo apds esta pré-andlise, as seqii€éncias foram traduzidas.

3.9 - Analise dos dados por bioinformatica

As seqiiéncias de DNA geradas pelo sequenciamento foram analisadas utilizando-se

programas de bioinformatica disponiveis on-line.
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Para a tradugdo das seqii€ncias de aa utilizou-se o programa DNA2PRO12, especifico
para seqliéncias de bibliotecas da New England Biolabs
(http://relic.bio.anl.gov/dna2prol2.aspx). Para o célculo da freqiiéncia de cada aminoacido
presente nos peptideos seqiienciados e a diversidade dos mesmos, foi utilizado o programa
AAFREQ (http://relic.bio.anl. gov/aafreqs3.aspx).

Para calcular a diversidade e a derivacdo padrdo dos aa em cada posi¢do nos peptideos
utilizou-se o programa DIVAA (http://relic.bio.anl.gov/divaa.aspx). Foi utilizado o programa
MOTIF2 (http://relic.bio.anl.gov/motif2.aspx) para a identificacdo de motivos de trés aa
dentro a populagdo de peptideos que foi selecionada contra IgGs de pacientes com NC.

Os motivos protéicos consenso gerados foram analisados quanto a similaridade com
proteinas de 7. solium depositadas no GENEBANK pelo programa BLAST — Basic Local
Alignment Search Tool (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Para encontrar um ponto méximo de similaridade entre toda a populacdo de peptideo
selecionada e uma proteina de interesse envolvida com NC ou com parasito do género Taenia
em especial T. solium e T. saginata ou uma proteina encontrada no BLAST por similaridade,

utilizou-se o programa MATCH disponivel em http://relic.bio.anl.gov/match.aspx.

3.10 - Testes ELISA para estudo da imunoreatividade dos clones de fagos

recombinantes selecionados

Ap6s a obtencado das seqiiéncias de DNA dos clones selecionados por sequenciamento
e suas andlises por bioinformatica, foi realizado o teste ELISA com os clones considerados
mais relevantes, devido a presenca repetida de dominios consenso na populagdo de fagos.

Os clones foram re-amplificados e precipitados com PEG-NaCl, para limpeza do meio
de cultura, sendo utilizados os clones Nc,2, NC,8, NC,12, NC,15, NC,23, NC39, NC;510,
NC336, NC41 e NC43 (isolados previamente pelo procedimento de bioppaning) tendo como
controle negativo em cada placa o fago selvagem (M13).

Testes ELISA foram realizados como rastreamento prévio quanto a reatividade dos
peptideos recombinantes (expressos nos fagos selecionados), com os anticorpos presentes no
soro de pacientes com NC e estd esquematizado na Figura 4. Para isto houve a utilizacao de
um sistema de captura, tendo como antigeno as particulas virais purificados de todos os clones
acima mencionados. Os anticorpos utilizados foram provenientes de soro total ou IgG

purificada.
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Placas de poliestireno (Interlab, Brasil) foram sensibilizadas com cada clone a uma
concentracdo de 1x10" poco diluidos em 100 uL. de tampdo carbonato bicarbonato (pH 9,6)
e incubadas overnight sob agitacdo a 4°C.

Ap6s trés lavagens com PBS acrescido de 0,05% Tween 20 (PBS-T) adicionou-se 300
uL de tampao de bloqueio PBS-Tween 20 0,05% - leite desnatado 5% (PBST-M), sendo a
placa incubada por mais 1 hora a 37°C, e em seguida lavada 6 vezes. Apds as lavagens as
amostras de soro foram adicionadas, diluidas 1:200 em PBST-M pré incbado com particulas

virais de fago M13 (selvagem), sendo a placa incubada por 1 hora a 37°C.

Clones
- =l 1 @ selecionados
10" fagos/ pogo

Sensibilizacdo Bloqueio Adicao do anticorpo
18h/4°C 1h/37°C primério PBST-M
1h/37°C

A Soro 1:200

. Conjugado
= n ‘ = : IgG (Fc
% especifica)

peroxidase
Adig¢do do anticorpo  Adi¢do do substrato  Interrupg¢do da reagdo 12000
secundario enzimatico OPD + pela adicdo de H,SO, 2
1h/37°C tampﬁq+ H,0, N e leitura a 492 nm m Lavagens
15 min/ Ta PBS-T

Figura 4 - Esquema do ensaio imunoenzimatico ELISA para determinag@o dos niveis de IgG

especifica frente aos clones selecionados.

Lavou-se a placa mais 6 vezes para adi¢ao do anticorpo conjugado, anti-IgG humana
(IgG, Fc HRP - USBiological), diluidos 1:2000 em PBST-M, com incubacdo a 37°C por 1
hora. Apdés as lavagens revelou-se a reacdo utilizando-se OPD (O-Phenylenediamine
dihydrochloroide — Sigma), num volume final de 100 pL de tampao apropriado contendo
H,0; e interrompida pela adi¢do de 25 uLL. de H, SO4 2 N. A leitura da absorbancia foi feita
em leitor Multiscan Plus Versdo 2.03, com filtro de 492 nm.

Experimentos de inibicdo (ELISA de competicdo) foram realizados da mesma forma

que o teste ELISA, exceto pela sensibilizacdo da placa com antigeno total de metacestddeos
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de T. solium e pré-incubacio do soro com os clones de fago ou fago selvagem previamente a
sua incubagdo na placa, logo apds o bloqueio. Concentracdes variadas de cada fago foram
adicionadas na ordem de 10*-10'.

O Indice ELISA (IE) foi calculado utilizando-se a média das trés amostras negativas
contendo o fago selvagem (fago sem peptideo recombinante). (IE = densidade ética de cada
amostra/ cut off do selvagem = média + 2 desvios padrdo). As amostras com IE >1 foram

consideradas positivas.

3.11 - Normas de Biosseguranca

Todo o procedimento de colheita e manuseio do material bioldgico e dos reagentes e a
utiliza¢do dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de biosseguranca de
Chaves-Borges; Mineo (1997).

3.12 — Analise estatistica

A sensibilidade, especificidade, eficiéncia do diagnéstico (ED) e o Indice de Youden

(I'Y) foram determinados de acordo com Mineo et al., (2005).

Foram utilizadas as seguintes férmulas:

Sensibilidade (%)= — 2 x 100
a+c
Especificidade (%) = — % x 100
b+d
Eficiéncia do diagndstico (%) = Acurdcia = a+d x 100
a+b+c+d
IY = (sensibilidade) + (especificidade) - 1 y=|—2& 4 _4d 1
= (sen ade especiriciaade) - (6] = -
SENS10111 Specitict u At b+d
Onde:

a = verdadeiros positivos no teste
b = falso positivos no teste

c = falso negativos no teste
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d = verdadeiros negativos no teste
a + ¢ = pacientes com NC

b + d = pacientes do grupo 2 e individuos do grupo 3

A média geomética (mg) dos valores do Indice de Reatividade (IR) para cada fago em
cada grupo foi calculada utilizando o programa GraphPad Prism Versdo 4.0 - Windows
software.

A andlise comparativa entre os fagos e entre os grupos no ELISA foi realizada através
do programa de Bioestat versdo 2.0. utilizando o teste de diferenca entre duas proporcoes.

Todos os resultados foram considerados estatisticamente significativos a um nivel de

significancia de 5% (p< 0,05).



36

4 - RESULTADOS

4.1 — Purificacao de imunoglobulinas por beads magnéticos

A purificagdo dos anticorpos do pool de soros de pacientes positivos para NC, com
outras parasitoses e aparentemente sauddveis pelos beads magnéticos se mostrou eficiente. A
quantidade de anticorpos purificada se encontra na Tabela 1. A Figura 5 demonstra a
membrana de nitrocelulose contendo as amostras de imunoglobulinas apds a confirmacao da

purificacdo pela técnica de Dot Blot.

Tabela 1: Absorbancia e quantificacdo dos anticorpos obtidos apds purificacao.

Amostra Absorbéancia (280 nm) Quantificaciao (mg/ mL)
Neurocisticercose 0,015 1,10
Outras Parasitoses 0,019 1,40
Individuos Saudaveis 0,014 1,03

Figura 5 - Membrana de Dot Blot das amostras de IgG purificadas a partir do pool de soros de
pacientes positivos para NC (1), outras parasitoses (2), individuos aparentemente sauddveis (3),

controle positivo da reacdo (4), e controle negativo (BSA 5%) apds coloragdo com NBT/BCIP.

Pela concentracio obtida através de espetrofotometria das IgGs purificadas, verificou-se
que a purificagdo ocorreu de maneira satisfatoria e eficiente. O resultado do ensaio Dot Blot,
confirmou a presenca de IgGs nos pools de soros, mostrando que havia IgGs no soro antes da
purificagdo. Por este ensaio também pdde-se verificar que a purificacdo das IgGs foi bem
sucedida, mostrando uma marcacdo de imunoglobulinas nas amostras de IgGs purificadas
semelhante aos pools de soro. O teste de dot blot mostrou-se especifico para IgGs, uma vez

que nao houve qualquer marcacao no controle BSA 5%.
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4.2 — Biopanning e titulacoes

Os peptideos que se ligaram as IgGs de individuos controles e outras parasitoses foram
pré selecionados negativamente, de modo que, quando houve a selecdo dos peptideos pelas
IgGs de individuos com NC, essa foi realizada com alta especificidade.

As titulagOes realizadas foram eficientes em todos os ciclos de selecdo de peptideos, as
coldnias apresentaram coloracdo azulada, demonstrando a quebra do substrato X-gal, e a
expressdo do gene da B-galactosidase dos fagos pelas bactérias ER2738, como mostrado na
Figura 6. Pelo processo de biopanning foi possivel aumentar a especificidade dos peptideos

selecionados contra o alvo, no caso, proteinas do extrato total de metacestodeos de 7. solium.

Figura 6 - Titulacdo dos fagos. As coldnias azuis representam a infeccio das bactérias E. coli

(ER2738) com os fagos M13 carregando o gene da -galactosidase.

Foram utilizadas as placas cujas coldnias estavam mais espacadas e com isso poderiam
ser mais facilmente contadas. Apds a contagem e multiplicagcdo pelo devido fator de diluicdo,
foram obtidos os titulos de entrada e saida em cada ciclo.

Os titulos de entrada e saida obtidos neste experimento sdo mostrados na Tabela 2, que

demonstra enriquecimento dos clones a favor do alvo durante os ciclos de selecdo.
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Tabela 2 - Selecdo dos fagos com peptideos ligantes a anticorpos policlonais anti-NC. Titulo

obtido (pfu) no processo de selecdo dos fagos por imunoafinidade.

Selecao para NC
Ciclo / Estringéncia Niimero de particulas de fagos
Entrada Saida
Primeiro/ 0,01% tween 2,0x 10" 1,51 x 10*
Segundo / 0,01% tween 2,0x 10" 1,35x 10°
Terceiro / 0,05% tween 2,0x 10" 1,8 x 10*
Quarto / 0,05% tween 2,0x 10" 2,64 x 10°

4.3 — Extracao de DNA dos fagos

Ap6s o crescimento individual 114 coldnias extraidas da placa de titulagdo do 2 © (NC,),
3° (NGC3) e 4 ° (NCy) ciclos de selecdo, foi extraido o DNA de cada clone. Apds o processo de
selecdo bioldgica, os clones selecionados foram caracterizados por seqiienciamento de DNA
da regido correspondente ao inserto dos peptideos recombinantes. Foram escolhidos
randomicamente 10 DNAs para se verificar a qualidade através da visualizacdo por
eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio (Figura 7). A quantidade
de DNA também pdde ser verificada por essa eletroforese comparando a banda obtida em
cada fago com a banda padrio do controle, este procedimento demonstrou quantidade

suficiente para a realizacio da reacdo de sequenciamento.

(]
i
=
LN
=

M 1

Figura 7 - Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, contendo: M: DNA de fago
M13 padrido 400 ng (GE). 1-6: Amostras do DNA dos clones selecionados no Biopanning.

4.4 — Sequenciamento

De um total de 114 seqiiéncias, 33 foram invélidas e 81 integras destas, 10 distintas

entre si. O clone NCy41 repetiu-se por 72 vezes e as demais apenas uma vez. A Tabela 3
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mostra as seqiiéncias de aa selecionadas no segundo, terceiro e quarto ciclo de selecdo

juntamente com a freqiiéncia de cada um deles.

Tabela 3: Seqiiéncia de aminodcidos dos principais peptideos expressos nos fagos.

Peptideo recombinante selecionado Frequéncia

NC,41 72/81
NGC,2 1/81
NGC,8 1/81
NC,12 1/81
NC,15 1/81
NGC,23 1/81
NG;10 1/81
NG;15 1/81
NGC;36 1/81
NC,3 1/81

4.5 - Analise por Bioinformatica

Existem diversos pardmetros que indicam o sucesso de selecdo de cada peptideo. Na
Tabela 4 sao apresentados os seguintes parametros: seqii€ncias de aa obtidas, freqiiéncia dos
peptideos selecionados, freqiiéncia esperada desses peptideos na biblioteca original,
amplificacdo dos peptideos decorrentes do processo de selecio em relacdo a freqii€ncia
esperada dos peptideos da biblioteca original, grau de informagdo de cada peptideo e niimero
provavel de clones independentes dentro da biblioteca.

Observou-se, ainda, que houve um grande enriquecimento de todos os peptideos
selecionados em relacdo as suas freqiiéncias esperadas na biblioteca de fagos, sugerindo que
sdo especificos para NC.

O célculo da freqiiéncia total de cada aa e em cada posicao dos peptideos seqiienciados
foi realizado pelo programa AAFREQ. A caracterizagdo dos peptideos obtidos foi realizada
por andlises de in silico (Tabela 5). Neste estudo, foram analisados 10 peptideos, com
extensdes de 12 aa por peptideo. Os aa mais frequentes foram: em primeiro Prolina (P) com
freqiiéncia de 0,1167; segundo Alanina (A), Aspartato (D), Histidina (H), Treonina (T) e
Triptofano (W) com 0,0833; seguidos de Leucina (L) e Asparagina (N) com 0,0750.
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Tabela 4: Seqiiéncias de aminodcidos dos clones selecionados, freqiiéncia observada,

freqiiéncia esperada, amplificacdo dos peptideos e grau de informacéo.

EEES

ek

Peptideos Freqiiéncia  Probabilidadeda  Amplificacio.  1(m) )
observada frequéncia (FO/FE)
(FO) randémica (FE)”
NC,2 0.010 1,37x107" 7,3x 10" 31.92 0.00003
NC,8 0.010 93x107" 1x10" 32.31 0.00002
NGC,12 0.010 4x107" 2,4x 10" 37.75 0.00000008
NG,15 0.010 1,4x107" 7,2x 10° 29.61 0.0003
NC,23 0.010 1,5x10°" 6,7 x 10" 34.14 0.000003
NGC;10 0.010 9,5x 10" 1x10" 32.28 0.00002
NG;15 0.010 8.8x10™ 1,1 x10" 30.06 0.0002
NC;36 0.010 2x10™" 49x 10° 26.92 0.004
NC,1 0.89 54x 10" 1,6 x 10° 23.63 0,2
NC,3 0.010 45x 10" 2,1x10° 28.41 0.0009

*Probabilidade de seqiiéncia randomica = freqiiéncia esperada na biblioteca (FE) ** Amplificacdo=

= -In (probalidade de

frequéncia observada/frequéncia esperada ***I(m) = grau de informacdo

seqliéncia randomica) **** A = ndmero provdvel de clones independentes na biblioteca =

complexidade x FE, onde complexidade da biblioteca (2,7 x 10° - Ph.D.-12).
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Tabela 5. Freqiiéncia dos aminodcidos individuais dos peptideos por posicdo e total realizado

pelo AAFREQ.

aa #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10 #11 #12 Total Frequéncia
A 1 1.0 1 2 O 0 O 3 1 0 1 10 0,0833
C o o 0 o0 o o0 o o o0 O 0 0 0 0,0000
D o 1 2 o0 1 1 0 2 1 O 1 1 10 0,0833
E o 1 0 o0 O O O 1 0 O 1 0 3 0,0250
F o o o0 1 2 0 2 1 0 O 0 0 6 0,0500
G o o 0 0 o o0 1 0o 0 O 1 0 2 0,0167
H 4 1 0 1 1 O O 1 1 O 0 1 10 0,0833
I o o 1 0 O 1 O 0 0 1 0 1 4 0,0333
K o o o0 1 0O O O 1 1 O 0 3 6 0,0500
L 1 1 2 1 0 1 2 0 0 1 0 0 9 0,0750
M o 1 o0 O o o0 o0 2 0 O 0 0 3 0,0250
N 1 1 1 o0 1 1 O 1 1 O 2 0 9 0,0750
P o 1 1 0 O 3 3 0 2 2 2 0 14 0,1167
Q o o 1 0 O O O O 0 O 0 0 1 0,0083
R o o 0 1 O O 1 O 1 O 0 1 4 0,0333
S 1 0 0 1 0 1 0 1 0 2 1 1 8 0,0667
T 111 2 1 1 1 0 0 O 2 0 10 0,0833
v o 1 0 O O O O O 0 2 0 1 4 0,0333
W o o 0o o0 o o0 o o0 o0 1 0 0 1 0,0833
Y 1 0 1 1 2 1 0 O O O 0 0 6 0,0500
Total aa 120

A Tabela 6 apresenta a comparacdo entre a freqiiéncia dos vinte aa presentes nos
peptideos ligantes e a freqii€ncia esperada destes na biblioteca original.

Pode ser observado que, realmente houve uma selecdo eficiente, pelo fato dos aa
Cisteina, Glutamato, Glicina, Leucina, Metionina, Arginina, Serina e Valina terem freqiiéncia
observada menor que a freqiiéncia esperada, sendo assim selecionados negativamente

(frequéncia 0%; 2,5%; 1,7%; 7,5%; 2,5%; 3,3%:; 6,7% e 3,3% respectivamente).
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Os aa Prolina foi o mais freqiiente entre os aa selecionados (11,67%), seguido por
Alanina, Aspartato, Histidina, Glutamina, Treonina e Triptofano (8,3%) sendo suas

freqiiéncias maiores do que o esperado mostrando uma selecdo positiva em relacdo a estes.

Tabela 6. Freqiiéncia dos aminodcidos individuais dos peptideos expressos nos fagos

selecionados pelas IgG e a freqiiéncia esperada dos aminoicidos na constru¢do da biblioteca

realizado pelo AAFREQ.
Aminoacidos Fregiiéncia
Esperada (%) Observada (%)

A (Alanina) Ala 6,2 8,3
C (Cisteina) Cis 3,1 0

D (Aspartato) Asp 3,1 8,3
E (Glutamato) Glu 3,1 25
F (Fenilalanina)  Fen 3,1 5

G (Glicina) Gly 6,2 1,7
H (Histidina) His 3,1 8,3
I (Isoleucina) Ile 3,1 3,3
K (Lisina) Lys 3.1 5,0
L (Leucina) Leu 9,4 7.5
M (Metionina) Met 3,1 25
N (Asparagina) Asn 3,1 7.5
P (Prolina) Pro 6,2 11,67
Q (Glutamina) Gln 6,2 8,3
R (Arginina) Arg 9.4 3,3
S (Serina) Ser 9,4 6,7
T (Treonina) Thr 6,2 8,3
V (Valina) Val 6,2 3.3
W (Triptofano) Trp 3,1 8,3

Y (Tirosina) Tyr 3,1 5,0
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As regides de menor diversidade sdo as que apresentam maior freqiiéncia dos aa
selecionados positivamente (Prolina, Alanina, Aspartato, Histidina, Glutamina, Treonina €
Triptofano). A Prolina foi selecionada principalmente para as posicoes 6 e 7 dos peptideos.

A Figura 8 apresenta um grafico realizado pelo programa DIVAA que calcula a
diversidade de aa em cada uma das 12 posicdes nos peptideos, mostrando as posi¢cdes onde

ocorreu a maior e menor diversidade de aa.

Diversity
()
1

Data Points

Figura 8 - Grifico construido pelo programa DIVAA que ilustra a diversidade de sucessdo dos

aminodcidos em cada posicdo nos peptideos.

Observa-se que as posi¢oes de maior diversidade de aa sdo a 2, 4 e 8, e as posi¢des de
menor diversidade sdao a 1, 3,5, 7 ¢ 9. As regides de menor diversidade s@o as que apresentam
maior freqiiéncia dos aa selecionados positivamente (Prolina, Alanina, Aspartato, Histidina e
Glutamina).

Foi realizada a busca por seqii€ncias consenso de 3 aa através do programa MOTIF2. A

Tabela 7 demonstra os principais motivos encontrados:
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Tabela 7. Seqiiéncias consenso encontradas através do programa MOTIF2 entre os peptideos

selecionados.
Seqiiéncias consenso Peptideos alinhados
fdxxn fdhwn
fdaan
fdnrn
fdpen
axxdxxn apfdxxn
adfdxxn
axfd apfd
adfd
axfxxxn apfxxxn
adfxxxn
dxxnd dhwnd
dnrnd
fdxxxd fdxxxd
fdxxxd
fxxxnd fxxxnd
fxxxnd
hxlxxp hxlxxp
hxlxxp
hxxxxpxxa hxxxptsa
hxxxpfda
hxxxxpf hxxxxpf
yhxxxxpf
htl htl
xxxxht1
htxxxp htxxxp
htxxxp
Ixxxxhxxd Ixxxxhxxd
Ixxxxhxxd
pxdxxn pfdxxn
pfdxxn
pfd xxxpfdxxx
xxxpfdxxx
pfxxxn xxxpfxxxnd
xxxpfxxxnk
sas XXXXSaSXX
XSasSXXX
txxdxxn txxdxxnx
txxdxxnxx
txfd tpfd
tafd
txfxxxn tpfxxxn
tafxxxn
tlxxp tlkyp
tlmpp
txxxpe txxXxpe
txxxpe
IXXSXS tsasgs

tlysas
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Pelo programa CLUSTAL W obteve-se o pareamento dos peptideos selecionados. Nao

foram observados motivos.

Os peptideos apresentaram similaridade com algumas proteinas de diversas espécies do
género Taenia, dentre elas as mais importantes e freqiientes: 7. solium e T. saginata, que
estdo presentes no banco de dados. A Tabela 8 apresenta as principais proteinas relacionadas
as espécies de T. solium e T. saginata citadas anteriormente que obtiveram similaridade com

os clones selecionados.

Tabela 8. Similaridade das seqii€ncias protéicas dos peptideos selecionados com proteinas

anotadas no banco de dados do GeneBank pelo BLAST, com os nimeros de acesso.

Peptideo Potenciais antigenos Acesso Banco

NC,2 1) Proteina ligante de célcio precursora de 1) gblAAKS52725.11AF340232_1
calreticulina [T. solium]

2) ATP sintase FO subunidade 6 [T. solium] 2) refINP_659229.11

3) ATPase subunidade 6 [T saginata] 3) dbjIBACI98841.1I
4) c-jun [T. solium] 4) gblAAS88553.11
5) Citocromo C subunidade 1 [T. solium] 5) dbjIBAES3694.11

NGC,8 1) Proteina de oncosfera ativada TSO45-2A [T. 1) dbjIBAC98841.1
solium]
2) TSO45-B9 [T. solium] 2) gsblAAM88226.11AF523868_1
3) TSOA45- B10 [T. solium] 3) gsblAAME8221.11AF523830_1
4) TSO45-B3 [T. solium] 4) gsblAAMS88229.11AF523871_1
5) TSO45-B2 [T. solium] 5) gblAAM88228.11AF523870_1
6) TSO45-A2 [T. solium] 6) gblAAM88223.11AF523865_1
7) TSOA45-A3 [T. solium] 7) gblAAMS88217.11AF523826_1
1) anexina B2 [T. solium] 1) gblAAY17503.11

NC,12 2) Ts3 protein 2) gblABY56687.11
3) Antigeno diagnéstico GP50 [T. solium] 3) gblAAP49284.11

4) Antigeno diagnéstico precursor GP50c [T. 4) gblAAP49288.11
solium]

5) Antigeno diagndstico Antigeno diagndstico  5) gblAAP49287.1I
GP50 b [T. solium]

NGC,15 1) Paramiosina [T. solium] 1) gblAAT94289.11
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2) c-jun [T. solium)

2) gblAAS88553.1I

NC,23 1) Citocromo C subunidade III [T. saginata] 1) reflYP_001527634.1]
2) Citocromo C subunidade III [7. solium] 2) gblAAKS52959.11AF367053_1
3) Proteina de oncosfera Tso31 [T. solium] 3) gblABH07376.11
4) NADH desidrogenase subunidade 5 [7. 4) reflYP_001527645.1I
saginatal
NGC;510 1) TGTP1 [T. solium] 1) gblAAB05911.11
2) Proteina de oncosfera Tso22b [T. solium] 2) gblAAW88552.11
NGCs15 1) Proteina diagnéstica TSES38 [T. solium] 1) gblAAM96903.11
2) c-jun [T. solium] 2) gblAAS88553.11
3) GlicoproteinaTSO45W-4B [T. solium] 3) gblAAQS83444.1!
4)TSO45W-4B [T. solium] 4) esblAAMS88221.11AF523830_1
5) Paramiosina [T. solium] 5) gblAAT94289.1]
NC;36 1) ATPase transportadora de Sédio/Potéssio 1) splQ6RWAIIATIA_TAESO
subunidade alfa (TNaK1-alpha)
2) Antigeno de baixo peso molecular variante ~ 2) dbjIBAE96729.1I
1 [T. solium]
3) Glicoproteina de 8 kDa precursora deTS18  3) gblAAD51768.11AF098074_1
[T. solium]
4) Antigeno diagnéstico 8 kDa Ts18 variante 1 4) gblAAMO00199.11AF356330_1
[T. solium]
5) Proteina ligante de célcio precursora de 5) gblAAKS52725.11AF340232_1
calreticulina [T. solium]
NC,1 1) NADH desidrogenase subunidadel [7. 1) emblICAB77253.1|
solium]
2) Citocromo C oxidase subunidade III [T. 2) gblAAKS52959.11AF367053_1
solium]
3) ATPase subunidade 6 [T. saginata) 3) dbjIBACI98841.1I
4) Anexina [T. solium] 4) gblAAF64166.11AF239799_1
5) Glutatione S Transferase [7. solium] 5) gblAAM64045.11AF403222_1
NC,3 1) c-fos [T. solium] 1) gblAAS88555.11

2) NADH desidrogenase subunidade 5 [7.
saginatal

3)Proteina Ts3 [Taenia solium]

2) reflYP_001527645.11

3) gblABY56687.11
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Para andlise da regidao de similaridade mdxima das proteinas associadas ao parasito com
os clones selecionados, foi utilizado o programa MATCH. A Tabela 9 apresenta as regides de
similaridade das principais proteinas com mais de um clone.

Em ordem seqiiencial, foram determinados os peptideos, a posi¢do do alinhamento do
peptideo com o motivo protéico e o nome da proteina. O alinhamento revelou similaridades
dos motivos com vdrias proteinas antigénicas e ainda, proteinas com fung¢des celulares

importantes.
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Tabela 9 - Alinhamento das regides de similaridade das seqii€ncias peptidicas com as principais proteinas do parasito encontradas.

Proteina

Proteina ligante de célcio precursora de calreticulina

[Taenia solium]

ATP sintase FO subunidade 6 [Taenia solium]

ATPase subunidade 6 [Taenia saginata)

Proteina de oncosfera ativada TSO45-2A [Taenia solium]

Peptideo

NGC,2

NC,8

NC43

NG;15

Regiao de Similaridade na proteina

Maximum similarity i=s 55.672 at position 127

1 Maximum similarity position= 127
ktaetgslv@mippr ddpdakkpedirsd 150

Maximum similarity is Z:Z.126 at pogition 13

4 Mawimumm similarity position= 13
ricdovnshef igtpiyicplvcvaesisyiirpwlilrpfi

Maximun similarity is £3.3238 at pogition 13

4 Maximum similarity position= 13
rvidnvnlisfs MV tigriu:plvciaelisyiirpwlilrpfi

Maximuw similarity iz 47.202 at position 162
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TSO45-B9 / B10 /B3 e B2 [Taenia solium]

TSO45-A2 e A3 [Taenia solium]

Anexina B2 [Taenia solium]

Proteina T's3 [Taenia solium]

Antigeno diagnéstico GP50 [Taenia solium]

NG;15

NG;15

NC,12

NG;10
NG;15

NG;15
NGC;2

Maximum siwilarity iz 47.202 at position 61

4 Maximum similarity position= 61
gﬂggvtw s i asailgllftotwlvla

Maximum similarity i=s 47.202 at position 162

1 Maximum similarity position= 162
Fiiasailgllftotvlvla

tqﬂc{q’vtw t

Maximun similarity is 22.126 at positcion 42

Maximum similarity position= 42 1
vkakygrelahdldgdlkghfrdetilltedpiylmaks g aervatn

Maximun siwilarity is 52.207 at pozition &6

Maximmm similarity position= 86 I}
atsfqvi}-’:vevipdq}ccrrphitqfhd}cnm pn rlhapr:

MHaximum similarity is 46.681 at position 177

1 Maximum similarity position= 177
tmpagrat}ctstnE]-:ﬂ @pasmhtcraiia 200
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Antigeno diagnéstico precursor GP50c e GP50 b [Taenia

solium]

Paramiosina [Taenia solium]

c-jun [Taenia solium]

Citotocromo C oxidase subunidade III [Taenia solium]

NADH desidrogenase subunidade 5 [Taenia saginata]

NC,8

NGC;36

NG;15

NC,8
NGC,23

NC,8

Haximun similarity iz 21.708 at position 1:2

1 Maximum similarity position= 125
afctdmv}cde%tin wircwfprktnisresfafag 150

1 Maximum similarity position= 475
ksdmsrlkkkyeatisﬁ evqlﬁvﬂ!ﬁananlnresktlaqrvqelqaal S0

Maximun similarity is 63.910 at pogition 63

4 Maximum similarity position= 63
sklgia En@ltlrslertgeegsggstavwsarsltnfvt

Maximuwn similarity is 57.298 at position 36

Maximum similarity position= 36
lmgclffdswsgeslﬁ Eipfvgcfvllgssi

hhllgwkeodt

1 Maximum similarity position= 380
I=znlm nmﬁ fgcdnlvelcytkfyh:m 400
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TGTP1 [Taenia solium]

Glicoproteina TSO45W-4B [Taenia solium]

ATPase transportadora de Sédio/Potassio subunidade alfa
(TNaKT1-alpha)

NADH desidrogenase subunidade 1 [Taenia solium]

c-fos [Taenia solium]

NADH desidrogenase subunidade 5 [Taenia saginata]

NC41

NG;15

NC,8
NG;10

NC41

NGC;36

NG;15

NC,8

Maximun similarity is 24.464 at position 293

Maximum similarity position= 293 1
llekagrrtlllwpslwaiillllvifvniangggvvﬂkﬁvlvsa

Maximum Similarity is 47.Z02 at position A1

4 Maximam similarity position= 61
Emiasailgllltoctvlvpa

Maximam similarity position= 393 1
nraefkpgeetnpvlkrecngdas e%lcagls iggvtgyﬂtpkva

Maximun similarity is 103.062 at position 92

Maximum similarity position= 92 1
talcycsynlvdffmsgwlsfiifpcilviylicilcet‘_:,r eae

Haximum similarity i=s 22.512 at position 126

1 Maximum similarity position= 126
:{rspaqsvnpgl %eﬁqeaegkwlrsg&rclfgteapk 150

1 Maximum similarity position= 380
d=nlm nmﬂ fgcdnlvelc?tkfgrhm 400
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4.6 — Testes ELISA para estudo da imunoreatividade dos clones de fagos

recombinantes selecionados

Os niveis de IgG sérica anti-metacestédeo de T. solium determinados por ELISA e as
porcentagens de positividades, utilizando cada fago sao demonstrados nas Figuras 10a-10c.

Para o clone NC,2 80% (32/40) das amostras foram positivas para o grupo 1, 2,5%
(1/40) no grupo 2 e 5 % (2/40) no grupo 3. Para o clone NC,8 52,5% (21/40) das amostras
foram positivas no grupo 1 e nenhuma (0/40) para os grupos 2 e 3. Para o clone NC,12 foram
positivas 95% (38/40) das amostras no grupo 1 e respectivamente 5% (2/40) e 7,5% (3/40)
nos grupos 2 € 3. Quando se testou o clone NC,15 97,5% (39/40) das amostras do grupo 1
foram positivas, 15% (6/40) e 10% (4/40) para os grupos 2 e 3, respectivamente. Com o clone
NC,23 foi observada positividade de 97,5% (39/40) no grupo 1 e nos grupos 2 e 3 17,5%
(7/40) e 10% (4/40), respectivamente. Para o clone NC310 o grupo 1 apresentou 70% (28/40)
de amostras positivas no grupo 1 e nos grupos 2 e 3, respectivamente, 5% (2/40) e 10%
(4/40). A positividade para o clone NC315 no grupo 1 foi 65% (26/40), nenhuma amostra do
grupo 2 foi positiva e no grupo 3 a positividade foi de 7,5% (3/40). Quando se testou o clone
NC336 82,5% (33/40) das amostras foram positivas para o grupo 1 e respectivamente, 25%
(10/40) e 2,5% (1/40) nos grupos 2 e 3. Enquanto que para o clone NC41 observou-se uma
positividade de 100% (40/40) no grupo 1, 10% (4/40) no grupo 2 e 5% (2/40) no grupo 3. Ja
para o clone NC43 97,5% (39/40) das amostras do grupo 1 foram positivas e 7,5% (3/40) nos
grupos 2 e 3. Os resultados demonstram que os peptideos foram especificos para o alvo
utilizado na selecdo. A maioria dos clones apresentou reatividade, embora com perfis
diferenciados entre os fagos. Pela metodologia foi possivel confirmar a especificidade da
selecdo em funcdo da maioria dos clones apresentarem positividade no grupo 1 (indice de

reatividade-IR > 1).
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Figura 9 a. Niveis de IgG sérica obtidos por ELISA frente aos clones Nc,2, NC,8,
NC,12 e NG,15, obtidos pelo pocesso de bioppaning. Amostras de soro na

diluicdo 1:200 dos individuos dos grupos: 1- neurocisticercose (n=40);

2-

pacientes infectados por Taenia sp. e por outros parasitos (n=40) e 3- individuos
saudaveis (n=40) expressos em IR. A linha horizontal indica o IR=1; mg: média
geométrica, % = positividade.
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Figura 9 b. Niveis de IgG sérica obtidos por ELISA frente aos clones NC,23,
NC;10, NC;51 e NC;336, obtidos pelo pocesso de bioppaning. Amostras de soro na

diluicdo 1:200 dos individuos dos grupos: 1- neurocisticercose (n=40);

2-

pacientes infectados por Taenia sp. e por outros parasitos (n=40) e 3- individuos
saudaveis (n=40) expressos em IR. A linha horizontal indica o IR=1; mg: média
geométrica, % = positividade.
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Figura 9 c. Niveis de IgG sérica obtidos por ELISA frente aos clones NCyl e
NC,3, obtidos pelo pocesso de bioppaning. Amostras de soro na diluigdo 1:200
dos individuos dos grupos: 1- neurocisticercose (n=40); 2- pacientes infectados
por Taenia sp. e por outros parasitos (n=40) e 3- individuos sauddveis (n=40)
expressos em IR. A linha horizontal indica o IR=1; mg: média geométrica, % =
positividade.

Para detectar pacientes do grupo 1 o clone NC,12 foi significativamente melhor que
NGC,2, NC8, NC310, NCs15 e NC336 (p= 0,0213; p= 0,0001; p=0,0016; p=0,0004 e
p=0,0384; respectivemente) e similar a NC;23, NC41 e NC43 (p= 0,2781; p=0,0760 e
p=0,2781). O mesmo foi observado para os clones NC;,15, NC,23, NC41 e NC,43, que foram
significantemente melhores que NC,2, NC,8, NC310, NC315 e NC336 (p<0,01) e semelhantes
entre si (p>0,05).

No teste de competi¢do os clones expressando o peptideo inibiram a ligagao das IgG do
soro ao antigeno total de maneira dose dependente (Figura 11). Ao contrdrio nenhuma
inibicdo foi observada com a adicdo do fago selvagem. Os dados demonstraram que
quantidades crescentes dos clones de fago ao soro interfere a ligacdao das IgG no momento do
reconhecimento do antigeno na placa. O controle negativo utilizado foi vetor sem inserto,
representado pelo fago selvagem M13KE e o controle positivo, foi demonstrado pela adi¢ao
do pool de soros de pacientes com NC sem adi¢do dos clones. Estes dados indicam que os
peptideos expressos nos clones de fagos podem ser reconhecidos especificamente pelas 1gG
presentes no soro de pacientes com NC e estes peptideos apresentam capacidade de mimetizar

0s epitopos presentes nas proteinas totais de metacestédeos de 7. solium.
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Figura 10- ELISA de competi¢do com os clones selecionados.

Foram feitos os cdlculos da sensibilidade, especificidade e eficiéncia do diagndstico
(ED) e Indice Youden (IY), os clones mais especificos e eficientes foram NC41, NC43 e
NC,12 (Tabela 10).

Tabela 10 - Sensibilidade, especificidade, eficiéncia do diagnéstico (ED) e Indice de Youden

obtidos nos testes ELISA na deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestédeo de 7. solium em

amostras de soro, utilizando os clone selecionados.

Clone Sensibilidade (%) Especificidade (%) ED (%) 1Y
NGC,2 80,0 96,3 86,7 0,76
NC,8 52,2 100 84,2 0,52
NC,12 95,0 93,8 94,2 0,88
NC,15 97,5 87,5 90,8 0,84
NC,23 97,5 86,5 90,0 0,83
NCs10 70,0 92,5 85,0 0,62
NGCs15 65,0 96,3 85,8 0,61
NC336 82,5 86,3 85,0 0,68
NCy41 100 92,5 95,0 0,92

NC43 97.5 92,5 94,5 0,89
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Amostras de soro de pacientes com outras parasitoses foram testadas para se verificar a

ocorréncia de reacdes cruzadas no teste ELISA (Tabela 11).

Tabela 11 - Reatividade das amostras de soro de pacientes do Grupo 2 (pacientes infectados

com Taenia sp. e por outros parasitos) utilizando os clones de fagos selecionados.

ELISA

N+ (%)

NGC,2 NC,8 NC,12 NC,15 NC,;23 NC;10 NC515 NCG336 NC41 NC,3

Grupo 2 (n=40)

Ancilostomideo (n=5) 0 0 0 2(40) 240) 1(0) 0 5100 O 0
A. lumbricoides (n=5) 1(20) 0 0 1200 1(20) 0 0 30 O 0
E. vermicularis (n=4) 0 0 125 125 3(75) 0 0 0 1(25) 1(25)
S. stercoralis (n=4) 0 0 1@25 125 1@5 1125 0 1(25) 125 125
Taenia sp. (n=6) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H. nana (n=4) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. granulosus (n=4) 0 0 0 1(25) 0 0 0 125 2(@0) 125
T. trichiura (n=4) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. mansoni (n=4) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 1 0 2 6 7 2 0 10 4 3

n+ = ndmero de amostras positivas
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5 - DISCUSSAO

A tecnologia de phage display tem sido um avango inovador. Estudos utilizando
bibliotecas de peptideos apresentados em fagos tém se tornado metodologia importante para o
encontro de ligantes para anticopos, enzimas, € outras moléculas protéicas ou ndo
(PARHAMI-SEREN; KRUDYSZ; TSANTILI, 2002; CARDELLINI; FELICI;
GIANFRANCESCHI, 2004). O que faz desta técnica unica € o fato de que mesmo
apresentando poucos peptideos recombinantes em sua superficie, bacteriéfagos podem ser
utilizados como ferramentas para analisar e subsequentemente clonar a proteina de interesse
com boa eficiéncia (GNANASEKAR; PADMAVATHI; RAMASWAMY, 2005).

Com base nos dados da literatura acredita-se que a metodologia escolhida para o
presente estudo tenha sido adequada, uma vez que seqiiéncias peptidicas que reconhecem
altas quantidades de ligantes tais como anticorpos monoclonais, receptores e carboidratos
foram identificadas com sucesso ap0s selecdo por phage display (ANDRE et al., 2005; LANG
et al., 2006; BUCHWALD et al., 2005).

Apesar de T. solium causar uma doenca parasitaria importante em humanos e suinos,
incluindo sua forma mais séria a manifestacdo no SNC, este parasito ainda nio estd bem
caracterizado a nivel molecular e o diagndstico desta parasitose permanece como um desafio
(ROBLES et al., 2005).

A selecao de peptideos foi realizada contra as IgGs provenientes de soro de pacientes
com NC, apds passagem por uma selec@o negativa com IgGs de controles e outras parasitoses.
Para tanto, foi necesséria a separacdo dessas IgGs. Muitas técnicas tém sido utilizadas para
separacdo de proteinas, porém as técnicas de purificacdo por afinidade, aplicado sob
substratos magnéticos t€ém se mostrado muito uteis (SAFARIK; SAFARIKOVA, 2004). A
utilizacdo de beads magnéticos foi importante por ser uma metodologia rdpida e eficaz na
obtencdo de IgG de boa qualidade utilizando-se pequena quantidade de amostra.

Durante a selecao dos peptideos, foi esperado um enriquecimento do nimero de fagos
durante os quatro ciclos de selecdo uma vez que, a cada ciclo, clones/fagos com determinadas
seqiiéncias foram retidos para subseqiiente eluicdo e amplificacdo no ciclo seguinte. Porém,
antes da entrada dos fagos selecionados serem colocados contra IgGs dos pacientes com NC,
eles foram submetidos a uma forte selecdo negativa, ficando retidos as IgGs controles, ndo
retendo-se entdo as IgGs NC e ndo permitindo o enriquecendo a cada ciclo. Os titulos dos
fagos na entrada do biopanning foram sempre maiores que os titulos de saida, pois os fagos

com maior afinidade aos anticorpos imobilizados na placa ficaram ligados a estes pela
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interagdo especifica, e o restante dos fagos com baixa ou sem afinidade aos anticorpos dos
pacientes com NC foram removidos pelas lavagens. Fagos com baixa afinidade pelos
anticorpos podem ficar aderidos diretamente a placa, ndo interagindo com os anticorpos, ou
ainda permanecendo suspensos na solucdo (ndo ligados), assim apds as sucessivas lavagens,
muitos destes fagos ndo especificos sdo excluidos levando a redugdo nos titulos apds as etapas
de biopanning.

O programa AAFREQ realizou o cdlculo das freqiiéncias de cada aminodcido
selecionado. Os aa Cisteina, Glutamato, Glicina, Leucina, Metionina, Arginina, Serina e Valina
tiveram a freqiiéncia observada significativamente menor que a freqii€ncia esperada, sendo
assim selecionados negativamente. A baixa freqiiéncia de Cisteina e Arginina pode ser
explicada pelo fato de atuarem na secrec@o de proteina III podendo interferir na infectividade
dos fagos. Conseqiientemente, estes aa podem ser menos freqiientes durante a selec@o
(NOREN; NOREN, 2001). Glutamato e a Glicina foram selecionados negativamente
provavelmente pela sua baixa especificidade com o alvo, confirmando assim a especificidade
da selecao.

O resultado fornecido pelos dados de freqiiéncia de Histidina, Alanina, Aspartato,
Glutamina, Treonina e Triptofano e o resultado dos clones positivos para o ELISA refor¢aram
o fato de esses aa terem sido selecionados positivamente pela sua afinidade com os
anticorpos, uma vez que apresentaram maiores freqiiéncias, maior reatividade e menos
variabilidade dentre de determinadas posicdes. A alta freqiiéncia desses aminoacidos pode
estar relacionada a um possivel epitopo no qual os anticorpos se ligam. O fato das bibliotecas
terem sido de peptideos randdomicos permitiu que vdrios clones pudessem compartilhar os
mesmos motivos, mas com residuos em posicoes diferentes do peptideo, fazendo com que
certos aa fossem mais freqiientes apds a sele¢do e sequenciamento. Logo, a alta freqii€ncia
desses aa, no peptideo recombinante, pode indicar um provavel motivo ndo apresentado nos
clones selecionados, mas descoberto pela combinacao de vdrias seqiiéncias (SOUZA, 2006).

Esta metodologia tem permitido a obtencdo dos perfis epitdpicos de parasitos de
maneira eficiente, e tambem evita os processos sofisticados e demorados para obtencdo de
anticorpos monoclonais. Os perfis ndo apenas revelam fungdes importantes para cada
antigeno, como também revelam as estruturas antigénicas na proteina que esta envolvida na
inducdo de resposta imune (YANG et al., 2005).

Quando se analisou os clones obtidos frente as proteinas do género Taenia foi

encontrada similaridade com diversas proteinas com vérias funcdes, varias destas com
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potencial para alvo de drogas ou vacinas, porém foram utilizadas para comparacido as
proteinas das espécies 7. solium e T. saginata.

Os clones NC;,15 e NC;515 tiveram similaridade com a proteina c-jun de 7. solium e
NC43 com c-fos, do mesmo parasito. Estas sdo altamente conservadas com relagdo a outras
proteinas do parasito, sendo idénticas entre 7. solium e T. cracisseps, estando relacionadas a
proliferacdo e diferenciagdo celular do parasito e infeccdo, a influéncia destas proteinas
afetam comportamento reprodutivo, e consequentemente na evoluc¢do parasito-hospedeiro.
(MORALES-MONTOR et al., 2004).

O clone NC,2 apresentou similaridade com um precursor de calreticulina, uma proteina
ligante de calcio de T. solium. A calreticulina é altamente conservada e multifuncional,
encontrada principalmente no limen do reticulo endoplasmético da maioria das células
eucaridticas. Sua principal funcdo é controlar a homeostasia do célcio intracelular, mas
também participa de processo de motilidade celular, secre¢do, adesdo sintese protéica e
expressdo génica. Apds ser secretada pela célula a calreticulina pode se ligar ao Clq,
interferindo na ativagdo da cascata do sistema complemento no local da inflamacgao pela
ligacdo com Clgq, interferindo com o complexo imune associado ao anticorpo (MICHALAK
et al., 1999). Mendlovlc et al. (2004) relataram a ligacao nao especifica quando se testou soros
de pacientes sauddveis contra a calreticulina purificada, desencorajando a utilizagdo desta
proteina para o diagndstico da cisticercose.

Os peptideos NC,12 e NCy41 se mostraram semelhantes as proteinas da familia das
anexinas, com capacidade de se ligar reversivelmente a fosfolipideos anidnicos de uma
maneira cdlcio dependente, além de estarem associadas com diversos fendmenos relacionados
a membrana com transportes, organizacdo e formagdes de canais i0nicos. A localizacdo de
cada anexina esta relacionada a sua funcdo bioldgica. A anexina B1 é encontrada no liquido
de vesicula das formas metacestddeas de 7. solium e sua distribuicao coincide com o grau de
inflamacao granulomatosa ao redor. A anexina B2 possui funcio anticoagulante, uma vez que
funciona como antagonista da glicoproteina IIb e Illa (GAO et al., 2007).

NC336 mostrou similaridade com uma subunidade de ATPase transportadora de sodio e
posdssio. As ATPases s@o enzimas associadas a membrana e sdo responsdveis por estabelecer
e manter a quantidade de fons intracelular e podem estar envolvidas na prote¢do do parasito
contra respostas mediadas pelo complemento. Em 7. solium a atividade das ATPases tem sido
encontrada na superficie do cisticerco (WILLMS et al., 2004). Este clone também se mostrou

similar ao antigeno de baixo peso molecular variante 1 de 7. solium, uma glicoproteina
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presente no liquido de vesicula das formas metacestédeas, utilizado no sorodiagndstico
humano e animal (SATO et al., 2006).

NC,;15 e NC315 se mostraram similares a paramiosina, também conhecida como
antigeno B, que possui papel importante na sobrevivéncia do cisticerco por inibir a fracdo C1
da cascata do complemento, esta foi identificada como candidata para vacinas contra
helmintos. O antigeno B é expresso especialmente na forma metacestédea de 7. solium e tem
funcdo de protecdo em suinos vacinados com esta proteina (VARGAS-PARADA;
LACLETE, 2003; GUO et al., 2007).

NC;10 se alinhou a TGTP1 de T. solium, um transportador de glicose que estd na
superficie externa das formas adultas e larvais e pode ser potenciais alvos para vacinas e
candidato para intervenc¢do contra parasito (RODRIGUES-CONTRERAS et al., 1998).

Pelos testes ELISA foi possivel identificar a sensibilidade da selecdo, visto que a
maioria dos clones se ligou positivamente ao soro de pacientes com NC, enquanto que a
maioria dos fagos ndo se ligou aos soros de pacientes com outras parasitoses e aparentemente
saudaveis.

Os resultados falso-negativos podem também estar associados a casos assintomaéticos da
doenca, uma vez que andlises de protocolos de necropsias revelam pacientes com inimeras
calcificagdes e que, no entanto nunca relataram sintomas caracteristicos para NC (REY,
2001). Zini; Farrel; Wadee (1990) sugeriram ainda que resultados falso-negativos podem
ocorrer em casos onde a doenca parenquimal estd presente, sugerindo tolerancia imunolégica
ao parasito ou uma baixa produgdo de anticorpos.

Além disso, a positividade observada entre algumas amostras de soro de pacientes com
outras parasitoses (Grupo 2), possivelmente aconteceu devido a reacdes cruzadas, fato que
ocorre principalmente em dreas endémicas para cisticercose, conforme demonstrado por
vérios autores (ZINI; FARREL; WADEE, 1990; GARCIA et al., 1998; GARCIA et al., 2003;
ISHIDA et al., 2003; PARIJA, et al., 2004). Bragazza et al. (2002) descreveram 20% de
reacOes cruzadas em 1863 amostras de soro de individuos provenientes de dreas endémicas.

O estudo dos individuos do Grupo 2, ou seja de individuos infectados por Taenia sp. e
por outras parasitoses, € importante na andlise dos dados porque representa a realidade da
populacdo, especialmente em nosso pais onde as doengas parasitirias sdo altamente
prevalentes. A reatividade cruzada para pacientes infectados por A. lumbricoides pode estar
relacionada a infec¢des concomitantes desses pacientes com ambas as espécies ou a presenca
de anticorpos remanescentes de infec¢des prévias, visto que as amostras de soro foram

provenientes da populagdo do Estado de Minas Gerais, regido considerada endémica para o
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complexo teniase-cisticercose, conforme dados da literatura (SILVA-VERGARA et al., 1998;
SILVEIRA-LACERDA et al., 2002).

Alguns clones (NC,2, NC,8, NC;12, NC315 e NC310) ndo reagiram com amostras de
soro de pacientes infectados com E. granulosus, o que demonstra um grande avanco, uma vez
que a reatividade cruzada € frequentemente relatada (ITO; NAKAO; KUTSUMI, 1993;
GARCIA et al. 1998, MACHADO et al., 2007).

Viérios autores testaram diferentes antigenos, purificados ou recombinantes, com
diferentes indices de sensibilidade e especificidade. Bueno et al. (2005) testaram uma das 18
proteinas de 8-kDa, a TS18 variante 1 e o antigeno GP 50 recombinante para detectar NC em
amostras de soro e obtiveram, respectivamente, 94,7% e 90,4% de sensibilidade e 90,3% e
93,8% de especificidade. Lee et al. (2005) analisaram um antigeno recombinante de 10 kDa
expresso em baculovirus para o sorodiagnéstico de NC obtendo um teste 94,3% sensivel e
96,4% especifico. Ferrer e colaboradores (2005) testaram peptideos de oncosfera obtendo
85% de sensibilidade e 83,5% de especificidade. O antigeno diagndstico T24 foi avaliado e
apresentou sensibilidade e especificidade de, respectivamente, 94% e 98% (HANCOCK et al.,
2006). Machado et al. (2007) obtiveram um teste 92,5% sensivel e 93,3% especifico quando
testaram a fracdo detergente do extrato total de metacestédeos de 7. solium fracionados com
triton X-114. Fracdes antigénicas de cisticercos de 7. solium com baixa massa molecular (20—
24 kDa) foram testados para deteccio de NC em amostras de soro alcancando 86,2% de
sensibilidade e 100% de especificidade (MANDAL et al., 2008). Os fagos testados no
presente estudo obtiveram sensibilidade e especificidade semelhantes ou superiores aqueles
demonstrados pelos autores citados.

Esta técnica pemitiu verificar um perfil epitopico do parasito de uma forma eficiente
sem a realiza¢do de processos dificeis para se obter anticorpos monoclonais, resultando em
um teste imunodiagndstico sensivel e especifico.

A tecnologia de phage display possibilitou informac¢des importantes sobre a resposta
soroldgica na infeccdo por 7. solium. O biopanning utilizando bibliotecas de fagos tem
identificado antigenos potenciais sem o conhecimento prévio dos principais alvos de
anticorpos, resultando em antigenos com potencial para utilizagdo nos testes ELISA. Como
técnica ela poderia ser aplicada para identificar antigenos diagndsticos especificos para outros
agentes infecciosos onde os dominios de ligacao de anticorpos ainda ndo sdo conhecidos para
a identificacdo de especificidades de anticorpos em nivel de aa, para o desenvolvimento de

novos reagentes para testes imunodiagndsticos simples e sensiveis e para o entendimento dos
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mecanismos moleculares envolvidos na resposta imune para antigenos conhecidos ou ndo de
patdogenos (MANOUTCHARIAN et al., 1999).

A aplicabilidade em campo do ensaio utilizando os clones obtidos é realmente
promissora devido a baixa reatividade cruzada apresentada pelos clones selecionados com
soro de pacientes com outras parasitoses que também ocorrem em dreas endémicas para
cisticercose. Antigenos proteicos sintéticos e/ou recombinantes resultam em aplicacdes
diagnésticas simplificadas, de baixo custo e se apresentam como alternativas aos antigenos
nativos. Com os esfor¢os dos programas de erradicacdo da cisticercose, antigenos nativos do
parasito se tornam cada vez mais dificeis de obter, fazendo dos clones de fagos alternativas
para utilizacdo no diagnostico (SCHEEL et al., 2005). Peptideos recombinantes de 7. solium

sdo uteis para o diagnoéstico, resultando em ferramentas para estudo in vitro da cisticercose.
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6 — CONCLUSOES

v A tecnologia de phage display mostrou-se eficiente para a sele¢do de peptideos
recombinantes reativos com anticorpos policlonais de pacientes com NC, os clones
obtidos encontram-se em fase de patenteamento;

v A maioria dos mimetopos obtidos neste estudo ndo apresentaram reatividade
com soro de pacientes infectados com E. granulosus, o que torna este peptideos
potenciais biomarcadores da NC; capazes de distinguir os pacientes com hidatidose por
E. granulosus dos pacientes com NC;

v' A alta especificidade e sensibilidade dos clones de fagos no teste ELISA fazem
desta uma importante fonte antigénica potencialmente aplicavel no diagnéstico da NC;

v Os resultados obtidos neste trabalho sdo promissores no sentido da utilizagdo

destes fagos para a identificacao de anticorpos no diagndstico da doenga.
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