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RESUMO

Os metacestodeos de Taenia solium no homem instalam-se principalmente no sistema
nervoso central (SNC) causando neurocisticercose (NC), a parasitose mais freqiiente do SNC.
A apresentacao patologica da NC difere em relacdo a localizacdo e viabilidade do cisticerco, e
mecanismos da resposta imunoldgica. Para estabelecer o diagndstico de NC € necessdria uma
interpretacdo correta dos sintomas clinicos, dos testes de neuroimagem e de
imunodiagndsticos, e dos dados epidemioldgicos. A freqiiente indisponibilidade de material
do parasito tem estimulado o desenvolvimento e uso de antigenos recombinantes nas anélises
imunodiagnésticas, e desde a descricao da tecnologia de phage-display esta técnica tem
apresentado uma utilizacdo cada vez mais crescente em diversas dreas das ciéncias, como a de
definir peptideos para testes imunodiagnodsticos. O objetivo deste estudo foi o isolamento de
mimetopos de metacestédeos de T. solium a partir da realizacao de biopanning utilizando 1gY
anti-metacéstodeo de 7. solium. A 1gY, obtida através da imunizacdo de galinhas com extrato
salino de metacéstodeos de T. solium, foi adsorvida em pogos de microplacas para selecionar
peptideos a partir de uma biblioteca de fagos em trés rounds de biopanning. Os fagotopos
selecionados foram testados para o diagnéstico de NC através de ensaio de ELISA com 110
amostras de soro, sendo 40 de pacientes com NC e com outras doengas parasitarias, ¢ 30
amostras de individuos sauddveis. Sete mimetopos apresentaram os melhores resultados no
diagnoéstico da NC, e foram capazes de diferenciar a forma ativa da forma inativa de NC,
detectando aproximadamente 100% dos pacientes com a forma inativa. Nenhum dos clones
foi reativo com soros de pacientes com Echinococcus granulosus, e a especificidade variou de
85,7% a 94,3%. Esse trabalho foi o primeiro a utilizar a imuniza¢do de galindceos com extrato
salino de metacestédeos de T. solium. Os clones Cc6, Cc8, Cc25, Cc27, Cc30, Cc45 e Cc4s,
apresentaram os melhores resultados, podendo ser considerados como potenciais marcadores
de fase inativa e uma ferramenta util no progndstico da doenga, e também um refor¢o para os

testes de neuroimagem.

Palavras-chave: neurocisticercose; fase ativa; fase inativa; phage-display; biopanning; IgY.
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ABSTRACT

The Taenia solium metacestodes localization in humans occours mainly in the central nervous
system (CNS) promoting the disease named neurocysticercosis (NC), the most frequent
parasitosis in the CNS. The pathological presentation of NC differs about localization and
viability of metacestodes, and host immunological response. For its diagnosis stabelishment is
necessary a right interpretation of clinical signs, neuroimagin and immunological tests, and
epidemiological data. The frequent inviability of parasite material has stimutaled the
development and usage of recombinant antigens in the immunodiagnosis, and since
describition of the phage-display tecnology this technique has presented increseier utilization
in several cientific areas, as selection of peptides that could be used for immunodiagnostic
test. The aim of this study was to obtain mimetopes of 7. solium through biopanning using
IgY specific to T. solium metacestodes. The IgY obtained from immunizated chicken with 7.
solium metacetodes saline extract was coated on microplate wells to select peptides from
phage library in a three rounds biopanning. The phagetopes selected were tested in NC
diagnosis by ELISA assay with 110 serum samples, 40 from NC patients and patients infected
with others parasitic diseases, and 30 samples of health individuals. Seven mimetopes shown
the best results in diagnostic patients with NC, and also they were capable to distinguish
active from inactive NC form, detecting almost even 100% of inactive NC patients. None of
the clones reacted with Echinococcus granulosus sera and the specificity ranged from 85.7%
to 94.3%. This study was the first utilizing chicken immunization using 7. solium metacetodes
saline extract. The phage clones Cc6, Cc8, Cc25, Cc27, Cc30, Cc45 e Cc48, shown the better
results, can be potentials candidates as NC inactive phase markers and a uselles tool in disease

prognostic, and reinforcement to neuroimaging tests.

Keywords: neurocysticercosis; active phase; inactive phase; phage-display; biopanning; IgY.



1. INTRODUCAO

1.1. TAENIA SOLIUM E NEUROCISTICERCOSE

1.1.1. Classificacao taxondomica, morfologia e ciclo de vida

Devido suas caracteristicas, a espécie Taenia solium, pertence a familia Taeniidae;
ordem Cyclophyllidea, caracterizada por parasitos encontrados no intestino delgado com
escolex possuindo quatro ventosas com ou sem rostro; classe Cestodea ou Cestoda, devido a
presenca de 6rgdo de fixacdo na por¢do anterior, o escllex, também por apresentar o corpo
segmentado em progldtes e oncosfera ou embrido hexacanto; e filo Platyhelminthes, por ter
simetria bilateral, corpo achatado dorso-ventralmente e ser hermafrodita. Dentre a familia
Taeniidae as espécies T. solium e Taenia saginata possuem grande importancia médica por
terem o homem como unico hospedeiro definitivo, além da ampla distribuicdo geogréfica
(REY, 2001).

A espécie T. solium é considerada um sério problema de saiide humana e animal
(CARABIN et al., 2006; WILLINGHAM; ENGELS, 2006). Este parasito € zoondtico, com 0
suino como o hospedeiro intermedidrio (HI) primério, albergando o estdgio metacestodeo, e
sendo o ser humano o tunico hospedeiro definitivo (HD) natural, por desenvolver a forma
adulta no intestino delgado. Os seres humanos podem também desenvolver a forma
metacestddea, causando a cisticercose humana (PAWLOWSKI; ALLAN; SARTI, 2005).

O suino atua como HI por ingerir alimentos contaminados com ovos ou proglotes
grividas liberadas juntas com as fezes humanas (HAWK et al., 2005; FLISSER;
RODRIGUEZ-CANUL; WILLINGHAM III, 2006). Os ovos sio bastante resistentes,
podendo permanecer vidveis por mais de oito meses sob condicdes ambientais adequadas
(locais quentes e dmidos), aumentando assim a possibilidade de transmissio (PESSOA;
MARTINS, 1982).

No estdmago ou intestino delgado do animal, os ovos se rompem, liberando o
embrido hexacanto, também conhecido como oncosfera, que € ativado pelos 4dcidos e enzimas
do estdmago. O embrido hexacanto, entdo, penetra no intestino delgado e € distribuido
hematologicamente aos musculos somaticos, olhos e ao sistema nervoso central (SNC) do
suino, desenvolvendo-se na forma metacestdodea (HAWK et al.,, 2005; FLISSER;
RODRIGUEZ-CANUL; WILLINGHAM 111, 2006).
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O metacestddeo possui forma ovdide e consiste de uma vesicula translicida, medindo
aproximadamente 1 a 3 cm de comprimento por 7 a 8 mm de largura, repleta de fluido ou
liquido vesicular esbranqui¢ado e com um escélex invaginado (ALARCON, 2006; FLISSER;
RODRIGUEZ-CANUL; WILLINGHAM 111, 2006). O cisticerco pode apresentar-se sob duas
formas: a cistica ou Cysticercus cellulosae, apresentando vesicula contendo escélex em seu
interior e, na forma de Cysticercus racemosus ou em cachos, com inimeras vesiculas, mas
sem o escolex, denominada também de forma racemosa (TAKAYANAGUI,; LEITE, 2001).

Quando a carne suina mal cozida ou crua contendo o metacestédeo € ingerida pelo
homem, este alcanca o intestino delgado, onde ocorre a evaginacdo do escélex e sua adesdo a
mucosa intestinal e o desenvolvimento do estrébilo a partir da regido do pescogo ou colo. O
escolex piriforme apresenta quatro ventosas e rostro armado com dupla coroa de acileos, com
nimero variando entre 25 a 50 (REY, 2001). Em trés a quatro meses, o parasito adulto
alcanca maturidade, resultando na teniase (HAWK et al., 2005; FLISSER; RODRIGUEZ-
CANUL; WILLINGHAM 111, 2006).

O parasito adulto habita exclusivamente o intestino delgado humano. Esta forma
evolutiva ¢ um verme comprido e achatado que mede aproximadamente dois a quatro metros
(GARCIA; DEL BRUTTO, 2005) e é constituido de um grande nimero de proglotes e este
nimero varia de 800 a 900 por parasito, que juntas constituem o estrobilo. As proglotes
apresentam diferentes estdgios de desenvolvimento: jovens, maduras e gravidas (REY, 2001;
GARCIA et al., 2002). As tltimas proglotes sdo liberadas juntamente com as fezes, sendo que
cada uma destas proglotes contém aproximadamente 50.000 ovos (FLISSER; RODRIGUEZ-
CANUL; WILLINGHAM 111, 2006).

Apesar de o suino ser o HI primério de 7. solium, o ser humano pode se converter em
hospedeiro intermedidrio acidental deste cestddeo. A cisticercose humana ocorre quando ha a
ingestdo de ovos, que sdo eliminados junto com as fezes de um individuo albergando o
parasito adulto, isto é, com teniase. Apesar de o contdgio da cisticercose ter sido atribuido
principalmente a heteroinfec¢do através da ingestdo de 4gua e alimentos contaminados,
estudos epidemioldgicos recentes sugerem que o contdgio mais comum € através da via fecal-
oral (autoinfec¢ao externa) devido a presenca de um portador assintomatico de 7. solium,
especialmente se o portador ndo mantém boas medidas de higiene e sendo ele um
manipulador de alimentos (GARCIA; DEL BRUTTO, 2005; ALARC()N, 2006).
Alternativamente, aqueles individuos com a forma adulta do parasito podem se autoinfectar

devido uma reversdo no peristaltismo, assim os ovos ou progléte regurgitados no estdmago
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sdo estimulados a liberar o embrido hexacanto e iniciar o ciclo semelhante ao que ocorre no
suino (HAWK et al., 2005).

A localizacdo dos metacestddeos no suino acomete principalmente os musculos
estriados, no homem os locais mais comuns de infeccdo incluem sistema nervoso central
(SNC), tecido subcutaneo, musculo esquelético, coragdo, pulmdo, osso, corddo espinhal e
eventualmente a cavidade oral (SOBNACH et al., 2009). O SNC revela-se como a localizagdo
mais importante por sua freqiiéncia e gravidade, sendo relatado que 90% dos casos de

cisticercose sdo da forma cerebral (TAKAYANAGUI,; LEITE, 2001).

1.1.2. Neurocisticercose: Aspectos clinicos

Os metacestodeos sao rapidamente destruidos pelo sistema imunolégico do hospedeiro
humano na maioria das circunstancias, exceto para aqueles localizados em locais
imunologicamente privilegiados, como olhos e SNC. A infec¢do do SNC com formas
mestacestodeas de 7. solium é denominada como neurocisticercose (NC) (ALARCON, 2006;
DUA; ANEJA, 2006). A NC ¢ a parasitose mais freqiiente do SNC (NOGALES-GAETE,;
ARRIAGADA; SALINAS, 2006), e apresenta diversos processos patolégicos que diferem
devido a localizacdo e viabilidade do cisticerco, mecanismos de agressdo e resposta
imunoldgica do hospedeiro, além disso, a intensidade varia de acordo com trés parametros: o
parasito, interface parasito-hospedeiro e o tecido do hospedeiro (LINO-JUNIOR et al., 2007).

No cérebro, as vesiculas alcancam desde poucos milimetros a 1 ou 2 cm, mas ha
ocasides em que podem crescer varios centimetros de didmetro. Sua localizacdo mais
freqiiente € nos hemisférios cerebrais ou parénquima cerebral. Com menos freqiiéncia podem
localizar-se nos ganglios basais, no cerebelo, excepcionalmente no tronco cerebral, assim
como nos ventriculos, no espago subaracndéideo e no corddo medular. Os metacestédeos
podem ser tnicos ou multiplos, e chegam, em alguns casos, a centenas (ALARCON, 2006).
Os cisticercos parenquimatosos sao pequenos e localizam-se geralmente no cortex cerebral ou
nos ganglios da base, devido sua grande vascularizagao (DEL BRUTTO, 2005).

A NC subaracnéidea pode localizar-se dentro dos sulcos corticais, nas fissuras de
Silvio, nas cisternas da base ou nas cisternas que rodeiam o tronco cerebral. Os metacestédeos
subaracnéideos corticais tendem a ser pequenos, enquanto que aqueles localizados nas
cisternas do liquido cefalorraquidiano (LCR) podem alcancar um tamanho de 50 mm ou mais.
Em alguns destes parasitos ndo se identifica o escélex, devido a formagao composta por varias

membranas aderida umas as outras (forma racemosa). Os metacestodeos ventriculares podem
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ser pequenos ou grandes, apresentam escolex, e localizam-se preferencialmente no IV
ventriculo (DEL BRUTTO, 2005; TAKAYANAGUI;, ODASHIMA, 2006). Os metacestédeos
podem também localizar-se no espago subdural, na regido selar, na medula espinhal e no
espaco subaracndideo extramedular. Os cisticercos espinhais se localizam no espaco
subaracnéideo ou no parénquima medular, e seu aspecto macroscépico € similar aos daqueles
localizados no cérebro (DEL BRUTTO, 2005; ALARCON, 2006).

Uma vez estabelecido no espaco intraparenquimatoso, o metacestédeo evade o sistema
imunolégico utilizando vérios mecanismos, incluindo inibicdo do complemento, liberacao de
citocinas, e mimetismo através de imunoglobulinas do hospedeiro. Deste modo, sdo
observadas somente minimas alteracdes inflamatdrias no tecido circundante (GARCIA; DEL
BRUTTO, 2005). Neste estdgio os metacestédeos sao considerados vidveis e compreendem-
se de vesiculas preenchidas de liquido com densidade igual ao do LCR, sendo denominado de
estagio vesicular podendo apresentar escélex invaginado (DEL BRUTTO, 2005; ALARCON,
2006). Este estdgio vesicular inicia o processo degenerativo quando o sistema imune do
hospedeiro e a resposta inflamatdria ultrapassam os mecanismos de evasdo, resultando na
morte do parasito (GARCIA; DEL BRUTTO, 2005). Os estagios pelos quais os cisticercos
atravessam até a sua destruicdo compreendem: estdgio coloidal, estigio granular e estagio
calcificado (SOTELO; GUERRERO; RUBIO, 1985). No primeiro estdgio de degeneracgdo,
identificado como estdgio coloidal, o liquido vesicular se torna opaco e denso e o escolex
mostra sinais de degeneracdo. Esta lesdo se encontra rodeada de uma cédpsula de coldgeno
grossa e irregular, e o tecido ao redor mostra gliose astrocitica e edema difuso.
Posteriormente, a parede se engrossa e o escolex se transforma em granulos mineralisados ou
forma granulosa, conhecida como estdgio granular. No estigio final, ou calcificado, o parasito
aparece como um moédulo mineralisado (GARCIA; DEL BRUTTO, 2005; ALARCON,
2006).

A forma metacestédea pode persistir no hospedeiro humano por longos periodos, em
muitos casos por anos, sem licitar uma reacdo inflamatdria, permanecendo assintomatico. Em
contraste a resposta inflamatéria ao redor de um ou mais metacestoddeos degenerados pode
principiar uma doenga sintomética (CARPIO, 2002; ALARCON, 20006).

As manifestagdes clinicas da NC s@o dependentes do nimero, tamanho, localizagdo e
estdgio de desenvolvimento do metacestddeo, assim como da resposta imunoldgica do
hospedeiro contra o parasito. Portanto, ndo ha manifestacdes patognomonicas ou tipicas da

sindrome de NC (ALARCON, 2006; TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006).
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O metacestédeo localizado no parénquima geralmente estd associado com um bom
prognéstico. Freqiientemente, pacientes com poucos metacestddeos intraparenquimais
permanecem assintomdticos, apesar de alguns pacientes desenvolverem ataques epiléticos.
Por outro lado, pacientes com maciga infeccdo cerebral podem desenvolver ataques epiléticos
incontrolados e deficiéncia cognitiva. Ataques epiléticos sao mundialmente relatados como o
sintoma mais comum, ocorrendo em 70 — 90% dos pacientes (ALARCON, 2006;
TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006), e a NC € considerada a principal causa de epilepsia
tardia em dreas endémicas (DEL BRUTTO, 2005; TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006;
PRASAD et al., 2009).

Quando os metacestodeos estdo localizados externamente ao parénquima cerebral, ha
uma tendéncia ao crescimento irregular e desenvolvimento da resposta inflamatéria mais
grave (GARCIA; DEL BRUTTO, 2005).

A localizagdo do metacestodeo no sistema ventricular pode causar, em 10 — 20% dos
casos, hipertensdo intracraneal aguda secunddria a hidrocefalia. Tal sinal estd diretamente
relacionado com a obstrucio do fluxo do LCR causada pelo parasito ou por reagdo
inflamatéria. Quando localizada no IV ventriculo, a NC causa hidrocefalia subaguda que pode
estar associada com sinais de disfuncdo cerebral devido a compressdo do IV ventriculo.
Manifestacdo de hidrocefalia aguda intermitente com violenta dor de cabecga, ataque de
vertigem posicional, ou perda da consciéncia induzidas por movimentos abruptos da cabeca
(sindrome de Brun), ou mesmo morte, pode ser resultado da presenca de metacestdédeo
ventricular mével (ALARCON, 2006; TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006).

Metacestodeos no espaco subaracndideo podem alcancar vdrios centimetros de
diametro, cistos gigantes, causando hipertensdo intracraneal com hemiparesia, ataques
parciais ou outros sinais neurolégicos focais. Estes parasitos podem ainda invadir as cisternas
da base, levando ao desenvolvimento da forma racemosa (TAKAYANAGUI;, ODASHIMA,
2006).

O pior progndstico da NC estd associado com a NC subaracnéidea da base, na qual
vesiculas nas cisternas do LCR crescem de maneira desorganizada, infiltram estruturas
vizinhas, e estdo associadas com grave resposta inflamatoria local, com alta concentraciao de
proteina e contdveis células no LCR (GARCIA; DEL BRUTTO, 2005). A meningite
subaguda, devido a NC subaracndidea, provoca intensa reacdo inflamatéria no espaco
subaracnéideo. Isto estd relacionado a intensa reagdo inflamatéria que conduz para

espessamento das leptomeninges da base do cérebro (ALARC()N, 2006; TAKAYANAGUI;
ODASHIMA, 2006). O espessamento leptomeningeo pode obstruir a circulacio do LCR em
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aproximadamente 50 — 60% dos casos, resultando em hidrocefalia e hipertensdo intracraneal
progressiva, e mortalidade em mais de 20% dos pacientes (TAKAYANAGUI; ODASHIMA,
2006).

A encefalite cisticercéide é mais freqiiente em criancas e mulheres jovens, e se
caracteriza por deterioracdo da consciéncia, crises convulsivas, diminuicao da visdo, cefaléia,
vOmito e papiledema (DEL BRUTTO, 2005).

O aumento da leptomeninge pode também comprimir os vasos sangiiineos do poligono
de Willis, que juntamente com aracnoidite podem condicionar a oclusdo completa de um vaso
sangiifneo com subseqiiente infarto (ALARCON, 2006).

Envolvimento do corddo espinhal € raro, sendo responsédvel por 1 — 5% dos casos de
NC. Os sinais clinicos podem ser causados diretamente pela compressdao do cordao espinhal
e/ou movimentos do metacestédeo ou, indiretamente, devido a reac¢do inflamatoria, induzindo
progressiva paralisia. Cisticercose espinhal intramedular, intradural, extramedular, e
extradural podem apresentar radiculopatia ou mielopatia (HAWK et al., 2005;
TAKAYANAGUI, ODASHIMA, 2006).

Aproximadamente 50% dos casos de NC s@o assintomdticos ou clinicamente
silenciosos. Além disso, o curso da doenca sintomdtica e a resposta inflamatéria do
hospedeiro sdo altamente varidveis. O fen6tipo resistente € proposto ser composto por aqueles
individuos expostos, mas sem infeccio do SNC. Acredita-se que cada fenétipo deva possuir
perfis imunolégicos distintos, definidos pela expressio de componentes imunolégicos do
perfil de linfécitos T helper (Th) 1 ou Th2 estimulados por antigenos de 7. solium. Assim,
alguns pesquisadores propuseram que o perfil imunoinflamatério com manifestacdes clinicas
combina altamente com resposta do tipo Thl, enquanto que o curso silencioso da doenca
relaciona-se com o perfil Th2 (CHAVARRIA et al., 2003).

Na resposta humoral, ha predominancia de imunoglobulinas G (IgG), aumento menos
acentuado de IgE e IgM no soro de pacientes e uma inflamag¢ado do tipo celular, cronica, com
numerosos linfécitos e plasmdcitos (REY, 2001). Num estudo desenvolvido por Odashima et
al. (2002), observou-se que hé elevacao de anticorpos especificos das classes IgG, IgM, IgE e
IgA no LCR. Outro fator observado foi a detec¢do de NC ativa através de ELISA IgG.
Também se pdde concluir que as mudangas imunoldgicas no LCR ocorrem preferencialmente
nas formas ativas. Nesses casos as classes de imunoglobulinas eram heterogéneas e
relacionadas a multiplos fatores, como a localizagdo do parasito, a inflamacdo do LCR e a
multiplicidade de sintomas. Porém, ndo foi possivel relacionar o estigio evoluciondrio da

doenca com mudancas no perfil das imunoglobulinas.
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Desde que infec¢Oes helminticas estdo atualmente presentes na maioria dos paises em
desenvolvimento e também estdo presentes nas populagdes onde HIV-1 ¢ altamente
endémico, a interacao entre estas infec¢des, no mesmo hospedeiro e em nivel da populacao, é
de grande importéncia e tem muitas implicacdes préticas potenciais. E sugerido que os povos
contaminados com helmintos sejam imunologicamente ativados e conseqiientemente mais
inclinado a ser contaminados com HIV; além disso, uma vez contaminados com HIV, a
infec¢do progredird mais rapidamente, e conseqiientemente a erradicacdo dos helmintos dos
individuos duplamente contaminados melhorard a progressio do HIV (BORKOW;
BENTWICH, 2004). O aumento na freqiiéncia de infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV) em dareas endémicas de cisticercose pode aumentar a freqiiéncia desta co-
infec¢do. Apenas poucos casos de NC em paciente HIV foram reportados, e a influéncia da
infeccdo por este virus na histdria natural da NC ainda ndo estd definida. Nao ha evidéncias
que a imunossupressao pelo HIV facilita esta infeccdo helmintica, e que a NC possa exacerbar
a progressao do HIV. Tem sido hipotetizado que a eliminacdo do metacestédeo pelo sistema
imune humoral no estdgio inicial da infec¢do por 7. solium pode diminuir em paciente com
infeccdo por HIV, levando a um aumento na taxa de cisticercose quando exposto aos ovos
deste helminto. Similarmente, casos ndo usuais de cisticercose severa e disseminada tém sido
relatados em pacientes com doencas hematoldgicas malignas, argumentando que estados de
imunodeficiéncia pode influenciar no curso da NC. Além disso, cisticercos racemosos
gigantes, que sdo incomuns em hospedeiros imunocompetentes, t€ém sido encontrados mais
freqiientemente em paciente com estdgios avancados de infeccao por HIV (CHIANURA et

al., 2006).

1.1.3. Neurocisticercose: Diagnéstico e tratamento

Para estabelecer o diagndstico de NC € necessaria uma interpretacao correta dos sinais
e sintomas clinicos, dos estudos de neuroimagem e das provas imunodiagndsticas, sempre
considerando a epidemiologia relacionada ao paciente (ALARCON, 2006). Um conjunto de
critérios € utilizado para avaliar objetivamente os dados clinicos, radiolégicos, imunolégicos e
epidemioldgicos, estabelecendo, assim, o grau de certeza de diagnéstico da NC em definitiva
e provavel. Nessa classificagcdo, o diagndstico definitivo é dado quando € feita a demonstragcao
do escolex do cisticerco, ou quando ha lesdes sugestivas e teste imunoldgico positivos, ou
ainda a somatdria desses a manifestagoes clinicas sugestivas de NC e dados epidemioldgicos.

O diagnoéstico provédvel ocorre quando niao € possivel a realizagdo e unido de dados de
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neuroimagem, testes imunoldgicos e dados epidemiolégicos (DEL BRUTTO et al., 1996).
Uma classificagdo mais recente proposta por Del Brutto et al. (2001), inclui quatro categorias
de critérios estratificados com base em sua forca diagndstica, da seguinte forma: 1) critérios
absolutos: demonstracdo histoldgica do parasita, lesdes cisticas com escélex nos testes de
imagem, e visualizacdo direto do parasito pela fundoscopia; 2) critérios principais: lesdes
altamente sugestivas de NC em estudos de neuroimagem, soro positivo no teste de EITB
(enzyme-linked immunoelectrotransfer blot), desaparecimento de lesdes cisticas intracraneal
apds a terapia com albendazol ou praziquantel, e defini¢do espontdnea de lesdes Unicas; 3)
critérios menores: lesdes compativeis com as de NC em estudos de neuroimagem,
manifestacdes clinicas sugestivas de NC, liquor positivo no teste de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), e cisticercose fora do SNC; e 4) critérios epidemioldgicos: evidéncia
de contato com agregado familiar com teniase, individuos que vém ou vivem em d&rea
endémica de cisticercose, historico de viagem freqiiente as dreas endémicas. A interpretacdo
destes critérios permite dois graus de certeza diagnéstica: 1) diagndstico definitivo, nos
pacientes que tém um critério absoluto ou naqueles que tém dois critérios principais mais um
critério menor e um epidemioldgico; e 2) diagndstico provavel, nos pacientes que tém um
critério principal mais dois critérios menores, naqueles com um critério principal mais um
critério menor e um epidemioldgico, € nos pacientes com trés critérios menores mais um
critério epidemioldgico. Devido a maior complexidade da ultima classificacdo, muitos
pesquisadores adotam a classificacdo de 1996 para definir o diagndstico da NC.

A confirmagdo patoldgica por bidpsia ou autépsia é o unico padrdo ouro no
diagndstico da NC, porém este tem limitacdes Obvias. O diagnéstico definitivo pode ser
estabelecido quando o escélex € visualizado como um nddulo excéntrico nos métodos
diagnostico de imagem, tomografia computadorizada (TC) e ressonancia magnética (RM)
(ALACON, 2006; HUSAIN et al., 2008).

A RM ¢ mais sensivel na demonstracdo de metacestédeos intraventriculares e
subaracnéideos e na identificacdo do escdlex, ao passo que a TC é melhor em mostrar as
calcificacdes (ALARCON, 2006). O exame de neuroimagem mais comum em dreas
endémicas ¢ a TC. A ultima geracdo de equipamentos de TC possui boa sensibilidade
diagndstica, porém pequenas lesdes, especialmente aquelas na fossa posterior, proximas ao
0ss0, ou aquelas dentro de ventriculos ou nas cisternas da base, podem ser perdidas. A RM ¢é
mais sensivel do que TC, tendo melhor acuricia no reconhecimento de edema perilesional e
mudancas degenerativas do parasito, assim como de pequenas lesdes e de metacestédeos

localizados dentro de ventriculos, tronco cerebral, cerebelo e vesiculas racemosas no nivel da
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fossa posterior e nas cisternas da base (TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006), entretanto
pode perder pequenas calcificacdes, possui um custo mais expressivo financeiramente que a
TC e estd menos disponivel nas areas onde essa doenca é endémica (GARCIA; DEL
BRUTTO, 2005).

Com excecdo das lesdes nas quais € possivel identificar o escélex, a maioria dos
outros achados ndo € especifica e pode ser observado em outros tipos de infeccao do SNC.
Quando ndo se observa o escélex nos estudos de imagem, devem-se considerar vérias
condicdes de diagnéstico diferencial. Nos paises em desenvolvimento, o diagndstico
diferencial mais importante deve ser realizado com os tuberculomas. Outros granulomas
como de toxoplasmose, histoplasmose, sarcoidose e neoplasias intracraniais devem também
ser incluidos no diagnéstico diferencial (ALARCON, 2006). Nestes casos a analise do LCR
torna-se de fundamental importancia para um diagnéstico correto; os niveis de glicose no
LCR devem ser normais em pacientes com NC diferente do que € observado em pacientes
com meningite tuberculosa ou micética (DEL BRUTTO, 2005). A presenca de pleocitose e
anticorpos especificos coincidem com o estigio degenerativo e intensificacdo da resposta
imunoinflamatéria (TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006). Em pacientes com infarto
cerebral a angiografia pode mostrar estenose segmentada ou oclusdo das artérias intracraniais
de médio calibre (DEL BRUTTO, 2005).

Os métodos de imunodiagnéstico mais utilizados sdo ELISA e immunoblot, que
podem ser realizados utilizando amostras de soro ou LCR (COSTA et al., 1982; COSTA,
1986; TSANG; BRAND; BOYER, 1989; DORNY et al., 2003; PARIJA et al., 2004;
ALARCON, 2006). Estes métodos devem ser utilizados como complementos dos estudos de
imagem assim nunca devem, de maneira isolada, confirmar ou excluir o diagnéstico de NC
(DEL BRUTTO, 2005). Estes métodos imunolégicos possuem a desvantagem de utilizar
antigenos brutos ou parcialmente purificados, e assim, com limitacbes na sua
reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade, devido reagdes cruzadas com outras
infec¢des por helmintos (DORNY et al., 2003; FERRER et al., 2007).

A maioria dos laboratérios de diagndstico de NC utiliza EITB com antigenos
glicoprotéicos purificados para deteccdo de anticorpos (TSANG; BRAND; BOYER, 1989;
PARIJA et al., 2004; GARCIA; DEL BRUTTO, 2005), que possui a vantagem de ser tdo
sensivel ou mais nas amostras de soro do que LCR (GARCIA; DEL BRUTTO, 2005). Em
paises em desenvolvimento, o teste ELISA € preferido pelo fato de maior viabilidade,
simplicidade e baixo custo quando comparado ao immunoblot (DORNY et al., 2003). O

diagnodstico soroldgico pelo método de ELISA € utilizado em estudos epidemioldgicos
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(SILVEIRA-LACERDA et al., 2002; ALARCON, 2006; OLIVEIRA et al., 2006), porém ha
altos indices de falsos positivos e falsos negativos (ALARCON, 2006).

O EITB utilizando fracdes de glicoproteinas (GPs) enriquecidas (12 — 50 kDa)
(FERRER et al., 2007) demonstrou 98% de sensibilidade e 100% de especificidade e é
utilizado em investigacdes clinicas (PARIJA et al., 2004; GARCIA; DEL BRUTTO, 2005;
ALARCON, 2006) e aceito pela Organizacio Pan-Americana de Satide (OPAS) como o
método imunoldgico de escolha para diagnosticar a doenca (FERRER et al., 2007). Porém,
em pacientes com um Unico metacestédeo cerebral a sensibilidade do immunoblot é de 25 —
30% (GARCIA; DEL BRUTTO, 2005; ALARCON, 2006) e o resultado pode ser negativo na
NC calcificada. Um problema adicional do immunoblot é que o resultado pode ser positivo em
pacientes com teniase ou cisticercose extracerebral (DEL BRUTTO, 2005; ALARCON,
2006). Atualmente, as GPs de 10 — 26 kDa do fluido cistico t€ém sido aceitas para o
sorodiagndstico (SAKO et al., 2000).

O uso de GPs purificadas € limitado devido a tecnologia necessaria para o ensaio, alto
custo e complexidade do processo de purificacio (SILVA et al., 2006). E possivel também
que a producao de multiplos anticorpos de diferentes especificidades pelos hospedeiros, em
resposta a liberacdo de antigenos somaticos e excretorio/secretorio durante as varias fases do
desenvolvimento parasitdrio, esteja relacionada com a dificuldade de detec¢do de anticorpos
por esses ensaios (DORNY et al., 2003). Assim, a baixa reprodutibilidade combinada com a
freqiiente indisponibilidade de material do parasito tem estimulado o desenvolvimento e uso
de antigenos recombinantes (FERRER et al., 2007). O uso da tecnologia do DNA
recombinante permite a obtencao de grandes quantidades de proteinas purificadas, permitindo
o desenvolvimento de testes mais sensiveis e especificos (SILVA et al., 2006).

Os principais polipeptideos recombinantes estudados para utilizacdo pelo immunoblot
e ELISA sdo os de 10, 7 — 10 e 14kDa (DORNY et al., 2003). Antigenos de baixo peso
molecular (8 — 50 kDa) e excretério/secretorio (E/S) de metacestédeos de T. solium té€m
chamado particular atencao devido a alta especificidade (FERRER et al., 2007).

Entre os antigenos analisados, a proteina de 14 kDa (TS14) € considerada a mais
promissora. A TS14 nativa e TS14 recombinante provaram ser Uutil para o diagnéstico da NC
usando EITB e ELISA (SILVA et al., 2006). Ferrer e colaboradores (2007) caracterizaram
trés moléculas recombinantes potenciais para o diagnostico de metacestédeos de 7. solium
(Ts8B1, Ts8B2 e Ts8B3) como similaridades a antigenos diagnésticos como CyDA, antigeno
recombinante de 7. solium de 10 kDa, e antigenos de 8 kDa da familia dos metacestédeos de

T. solium. O antigeno Ts8B2 foi melhor, principalmente em diagnosticar NC ativa. O
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antigeno de 20-24 kDa, também conhecido com antigeno de baixa massa molecular ja foi
utilizado para deteccdo de anticorpos no soro de adultos e de criancas apresentando bons
resultados (MANDAL et al., 2008).

Como a detec¢do de anticorpos pode indicar exposicdes € nao necessariamente a
presenca de infeccdo vidvel estabelecida, e podem também persistir por longos anos depois de
eliminacdo do parasito, sua deteccio pode resultar em falsa positividade e terapia
desnecessdria. Varios ensaios para deteccao de antigenos t€m sido desenvolvidos, sendo que a
deteccao de antigeno, no LCR e soro, indicam infec¢des recentes, e pode ser uma ferramenta
sorolégica no monitoramento da terapia (DORNY et al., 2003; PARIJA et al., 2004). A
deteccao deste tipo de molécula pelo ELISA € realizada através da utilizacdo de anticorpos
monoclonais. O uso do Dot ELISA e ELISA padrio para deteccao de antigeno no LCR
demonstrou 59% e 77% de positividade, respectivamente. E outro método de ELISA baseado
no anticorpo monoclonal desenhado para detectar a presenga de antigenos E/S mostrou 86%
de sensibilidade na deteccdo destes antigenos no LCR (PARIJA et al., 2004). Husain et al.
(2008), utilizaram o teste ELISA para verificar a resposta terapéutica do albendazol na NC
através da deteccdo de IgG e IgM, verificando que a auséncia de deteccdo de ambos os
anticorpos denota cura. Um novo método testado para o diagndstico da NC, € o teste de
transformacgdo de linfécito, que parece ser uma ferramenta potencial no diagnéstico da NC
(PRASAD et al., 2008).

Como em muitos paises € dificil obter suinos infectados com 7. solium para obtencao
de antigenos de metacestddeos deste parasito, muitas pesquisas estdo em busca de fontes
alternativas de antigenos para o imunodiagnéstico da NC (ARRUDA et al., 2005). A
existéncia de metodologia para obtencdo de extrato antigénico de Taenia crassiceps e sua
reatividade cruzada com 7. solium fazem desse antigeno uma fonte alternativa para
diagnéstico e investigacdo imunolégica da NC (LARRALDE et al., 1989; ESPINDOLA et al.,
2005). Os antigenos utilizados nestes testes s@o tanto do fluido cistico ou de preparacdes do
extrato bruto do cisticerco de 7. solium quanto do parasito relacionado Taenia crassiceps, o
qual pode ser mantido em roedores de laboratério (BUENO et al., 2001; DORNY et al.,
2003). Em outros trabalhos, também houve a confirmagao que antigenos do fluido vesicular
de T. crassiceps podem ser utilizados para deteccdo de anticorpos especificos no soro de
pacientes com NC (ARRUDA et al., 2005; SUZUKI et al., 2007).

Outro antigeno heterélogo que vem sendo estudado como antigeno alternativo para o

diagnostico soroldgico da NC é o antigeno obtido de metacestédeos de T. saginata,



20

atualmente confirmados como reais alternativas para o diagndstico da NC humana
(OLIVEIRA et al., 2007).

A utilizacao de métodos moleculares também € uma realidade. Almeida et al. (2006)
descreveram uma reacdo de PCR (polymerase chain reaction) para o diagndstico da NC, na
qual foi obtida especificidade de 100% e sensibilidade de 96,7%, podendo este tipo de ensaio
tornar-se uma ferramenta de diagndstico adicional para a NC.

A respeito do tratamento, apesar de nos ultimos 25 anos ter sido atribuido a fairmacos
cesticidas, geralmente associados a corticéides, em gerar o favorecimento da redugdo do
nimero ou volume das lesdes cisticas e granulomatosas, nio existe conclusdo definitiva da
eficacia destes tratamentos. A persisténcia da controvérsia sobre o tratamento da NC deve-se
a complexidade e diversidade das apresentagdes andtomo-clinicas. Outro fator que dificulta a
defini¢do sobre o tratamento € a falta de conhecimento sobre vérios aspectos da doenca: a
evolucdo natural da enfermidade; a maneira que esta evolucao afeta o tratamento e vice-versa;
0 que acontece ao agregar cesticidas e anti-epiléticos para o manejo das crises epiléticas;
quais sdo os fatores que determinam e indicam a progressdo, resolu¢do espontinea ou a
formacdo de calcifica¢des; e como identificar as condi¢des clinicas, nas quais, o tratamento
agrega risco de agravar a condicio do paciente (NOGALES-GAETE; ARRIAGADA;
SALINAS, 2006). A decisdo do tratamento deve levar em conta multiplos fatores, incluindo
sintomas, localizagdo, nimero, estdgio e tamanho dos cistos, sendo que as opcdes terapéuticas
incluem medicamentos, cirurgia ou apenas espera (KRAFT, 2007)

O tratamento disponivel para NC pode ser resumido em seis modalidades: 1)
Prevencdo e controle sanitdrio; 2) Farmacos cesticidas ou antihelminticos com capacidade de
causar morte do parasito; 3) Corticoides e outros firmacos imunossupressores que diminuam
ou evitem fendmenos inflamatérios relacionados com a evolugdo do metacestédeo; 4)
Farmacos antiepiléticos, que diminuem a freqii€ncia ou suprimem as crises epiléticas; 5)
Diuréticos para manejar a hipertensdo intracraniana; 6) Procedimentos cirdrgicos, para
solucionar a hipertensdo intracraniana, hidrocefalia e o efeito de massa de algumas lesdes. A
respeito do tratamento da NC, o tinico consenso que existe € que se deve definir caso a caso,
devido as grandes diferencas clinicas e patolégicas com significativas variacdes de gravidade
(NOGALES-GAETE; ARRIAGADA; SALINAS, 2006). Os farmacos antiparasitarios
utilizados no tratamento da NC s3o albendazol e praziquantel (GARCIA et al.,, 2002;
ENSENAT et al., 2007).

Nas formas hemisféricas, parenquimatosas ou coértico-meningeas, para lesdes

calcificadas o habitual € ndo realizar nenhum tratamento (GARCIA et al., 2002; NOGALES-
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GAETE; ARRIAGADA; SALINAS, 2006; ENSENAT et al., 2007); nas lesdes calcificadas,
porém com epilepsia ativa a conduta € tratar a epilepsia independente da NC; com lesdes
vesiculares e clinica epilética, primeiro trata-se o aspecto clinico e apds implanta-se o
tratamento de NC com antihelminticos e corticoides, no entanto se o numero de lesdes €
menor que 5, ndo ha acordo a respeito da conduta, se as lesdes sdo maiores que 5 € menores
que 100 com aspecto vidvel a proposta € tratamento com antihelminticos e corticdides, mais
que 100 lesdes nao se recomenda tratar devido a potencial magnitude de desenvolver um
quadro de encefalite (NOGALES-GAETE; ARRIAGADA; SALINAS, 2006). Quando as
lesdes parenquimatosas ndo sdo vidveis ou sdo degeneradas o consenso € ndo realizar
tratamento antiparasitario com altas doses de esterdides e diuréticos osméticos (GARCIA et
al., 2002).

Apesar da indicacdo de tratamento cirdrgico nas formas ventriculares (ENSENAT et
al., 2007), o tratamento deve se orientar também caso a caso. Primeiro deve-se definir a
presenca do risco de hidrocefalia aguda e, portanto, a pertinéncia de uma ventriculostomia ou
a instalacdo de uma derivacdo, segundo a localizacao do metacestédeo. Para a indicagao de
resseccdo do parasito considera-se o numero, localizacdo e estado evolutivo da lesdo,
complexidade clinica do paciente, capacidade e experiéncia da equipe cirtirgica. Nas formas
ventriculares, também considera o tratamento medicamentoso com cesticidas associados a
corticoides e antiepiléticos, quando estd presente. O tratamento cesticida nas formas
intraventriculares do IV e III ventriculos, somente deve ser realizado quando o risco de
hidrocefalia aguda estd sobre controle. (NOGALES-GAETE; ARRIAGADA; SALINAS,
2006). Em estudo desenvolvido por Husain e colaboradores (2007) ha a sugestdo de que
neurocirurgia endoscépica é a melhor escolha para o tratamento da forma intraventricular,
incluindo a do IV ventriculo com hidrocefalia.

Entre as outras formas extraparenquimatosa, a NC localizada nas cisternas da base, o
consenso € tratar com farmacos antiparasitdrios, uma vez que habitualmente ndo se pode obter
uma resseccdo cirdrgica completa (ENSENAT et al, 2007). E nos metacestédeos
subaracnéideos o consenso € o tratamento antiparasitario com esterdides e desvio ventricular
se houve hidrocefalia (GARCIA et al., 2002).

Nas formas meningeas racemosas, apesar da falta de evidéncia de ensaios clinicos,
existe o consenso da combinagdo de terapias prolongadas com cesticidas e corticdides. Em
relacdo a localizacdo intra ou extramedular a recomendagdo € o tratamento cirdrgico
combinado ou ndo com cesticidas e corticdides (NOGALES-GAETE; ARRIAGADA;
SALINAS, 2006). Porém Ahmad e Sharma (2007) sugeriram que antes da intervencao
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cirdrgica o tratamento com albendazol e esterdides deve ser utilizado, podendo assim ser

evitada a cirurgia destes casos.

1.1.4. Neurocisticercose: Epidemiologia e Controle

Na maioria dos paises de baixa renda, e provavelmente mundialmente, a NC € a
principal causa de epilepsia adquirida. Relatos de varios paises das Américas do Sul e Central
demonstraram existir associacdo de 30% entre todos os casos de crise convulsiva e NC
(GARCIA; DEL BRUTTO, 2005). Na India, mais de 50% dos pacientes com desordens
convulsivas tem evidéncia soroldgica de cisticercose (HAWK et al., 2005).

A cisticercose suina ¢ uma doenca parasitdria economicamente importante por afetar
um grande nimero de porcos, inviabilizando a sua carne para o consumo humano e assim
acarretando em enormes perdas econdmicas. No México, a perda anual devido 4 cisticercose
sufna é estimada em 43.310.524 de délares. A perda anual nos paises da Africa Central e do
Oeste africano chega a aproximadamente 25 milhdes de euro (PAL; CARPIO; SANDER,
2000; ZOLI et al., 2003).

Além disso, também hd gastos em satde devido a cisticercose humana estimando-se
que o paciente permanece hospitalizado por oito dias e perde 19 dias de trabalho, além dos
custos com visitas ao médico, exames, medicamentos. Apesar das perdas econdmicas, hd o
estigma social causado pela epilepsia que também deve ser levado em conta na vida do
paciente. Uma estimativa minima de custo de admissao no hospital e perda de dias de trabalho
pela NC nos EUA ¢é de $8,8 milhdes anualmente, enquanto que o custo do tratamento no
México é de $89 milhdes, e no Brasil de $85 milhdes (PAL; CARPIO; SANDER, 2000).

Apesar de frutas e vegetais que sdo consumidos crus e que crescem ao chao serem
considerados vetores importantes na transmissdo de ovos de Taenia spp, este provavelmente
nao € o caso para 7. solium, pois para aquisicdo de cisticercose € considerado como principal
fator de risco a presencga de portadores da forma adulta do parasito (FLISSER et al., 2003),
associado com pouca higiene, precdrias condi¢des de vida, e acesso de suinos as fezes
humanas (PAL; CARPIO; SANDER, 2000). Assim, os fatores que contribuem para a
natureza endémica do complexo tenfase/cisticercose sdo varios, mostrando estreita relacdo de
dependéncia com os habitos de higiene pessoal, familiar ou ambiental (AGAPEJEV, 2003;
FLISSER; RODRIGHUEZ-CANUL; WILLINGHAM 111, 2006).

Este parasito desapareceu da Europa como resultado de melhoras no saneamento e

higiene, porém infeccOes adquiridas localmente ainda sdo ocasionalmente relatadas na
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Espanha, norte de Portugal, sul da Itédlia, e Polonia (CARPIO, 2002). Na Espanha, a NC havia
desaparecido paralelamente com a melhora nas condi¢des sanitdrias, porém a partir da década
de 1990 esta enfermidade voltou a surgir devido ao processo imigratério de habitantes de
dreas endémicas, principalmente andinos (GIMENEZ-ROLDAN; DIAZ; ESQUIVEL, 2003).

A cisticercose € classificada como uma doenga infecciosa emergente em alguns paises
desenvolvidos, como Estado Unidos da América (EUA) (CARPIO, 2002), devido a imigrag@o
de populagdes origindrias de areas endémicas, principalmente para o estado da Califérnia, e
também por causa da melhora em neuroimagem levando a um melhor diagnéstico (HAWK et
al., 2005). A presenga da NC também j4 foi notificada, no estado do Kansas, ocorrendo
principalmente entre individuos de origem hispanica (DANIELS; MOORE, 2006), e no
Texas, sendo notificada principalmente em individuos nascidos no México e na América
Central, mas também em pacientes americanos (DEL LA GARZA et al., 2005).

Na Nigéria, a prevaléncia da cisticercose suina alcan¢a mais de 20,5%. Levando em
conta o alto nimero de portadores de Taenia ssp (8,6%) e alta prevaléncia de epilepsia na
Nigéria (37 a cada 1000 habitantes), é antecipado que a cisticercose humana estd presente,
apesar de nao haver nenhum dado publicado. Na Republica Democratica do Congo 0,1 —
8,1% dos animais estio infectados, € em 1990 30% dos suinos apresentavam cisticercose. Na
época colonial, antes de 1960, foi observada alta freqiiéncia de epilepsia no Congo com a
presenca de metacestddeos acima de 3% na populacdo. Na provincia de Camardes a
prevaléncia da cisticercose limita entre 0,7 e 2,4%. Porém, a soroprevaléncia na Africa chega
até 38% em algumas regides (ZOLI et al., 2003).

Na Asia, enquanto alguns pafses como Japdo e Singapura alcancaram a prosperidade
econOmica e melhoraram a infra-estrutura, fazendo a doenca praticamente desaparecer, e
outros paises mulcumanos chegaram ao mesmo resultado devido as préticas religiosas, ha
diversos relatos de paciente com cisticercose proveniente de paises como India, China,
Indonésia, Taildndia, Coréia, Taiwan e Nepal, sendo claros indicadores de disseminada
prevaléncia da cisticercose nestes e em outros pafses da Asia. A cisticercose é a causa de mais
de 50% dos casos de epilepsia na India, e também é a principal causa de epilepsia em Bali
(Indonésia), Vietna e possivelmente na China e Nepal. Estudos de soroprevaléncia indicaram
altas taxas de exposi¢do a 7. solium em diversos paises, como Vietnd, China, Coréia e Bali
(Indonésia), com valores entre 0,02 — 12,6% de positividade. Costumes locais e habitos
alimentares sdo os principais fatores na persisténcia e disseminagdo da doenga nos paises
asidticos, por exemplo, muitas comunidades da Indonésia, Vietna, Nepal, Taiwan e Coréia,

consomem carne suina crua durante festivais (RAJSHEKHAR et al., 2003).
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Estudos no México revelaram que a prevaléncia da cisticercose entre os suinos varia
1,0 — 35%, e a sorologia para cisticercose humana revelam taxa de infec¢do de 4,9 — 12,2%
(FLISSER et al., 2003). Em um estudo realizado numa &rea rural do México, a prevaléncia
suina foi alta (32,8%) e a soroprevaléncia humana chegou a 43,8%, sendo a freqiiéncia da NC
de 9,1% determinada por TC (FLEURY et al., 2006).

No Peru, a taxa de infec¢do encontrada nos animais e nos humano varia de 13 —61% e
5 — 24%, respectivamente (FLISSER et al., 2003; MONTANO et al., 2005). Em outros paises
da América do Sul também ocorre a infeccdo da forma metacestédea de 7. solium, tanto em
suinos como nos humanos, por exemplo, a taxa de infeccao na Bolivia chega a 38,9% entre os
animais e 22,6% entre os humanos, no Equador 7,5% dos suinos estdo infectados e 10,4% dos
humanos, e na Guatemala a cisticercose suina varia entre 4 — 14% e a doenca humana
acomete 10 — 17% da populacao (FLISSER et al., 2003).

No Brasil, a neurocisticercose € encontrada com elevada freqiiéncia nos Estados de
Sao Paulo, Minas Gerais, Parand e Goids, sendo mais comum entre os adultos na terceira e
quarta década de idade (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; ANDRADE-FILHO; FIGUEROA;
ANDRADE-SOUZA, 2007).

Em 2003, Agapejev realizou uma revisao literdria da NC no Brasil, apontando que a
soroprevaléncia da NC, ndo considerando as comunidades indigenas, nas quais variou de 0,68
— 6,2%, a incidéncia de cisticercose foi 29,4 — 64%, a unido desses valores aponta uma
soroprevaléncia média no Brasil de 7,04%. Dividindo-se em regides, a soroprevaléncia foi
maior na regido centro-oeste com média de 23,14% (5,2 — 41,02%), seguida pela regiao norte-
nordeste com média de 4,06% (1,9 — 6,22%) e a regido sul-sudeste com 1,8% (0,68% - 3,2%).
E em relacdo aos estudos clinicos e de necropsia, a incidéncia de NC variou de 0,03 a 13,4% e
de 0,12 a 9%, respectivamente.

Em estudo realizado na cidade de Maringa (Parand), a freqiiéncia da NC em pacientes
atendidos no Hospital Universitiario Regional foi de 0,78% (BENEDETI et al., 2007). A
prevaléncia de NC encontrada em outro estudo realizado no estado do Ceara foi de 1,01
caso/100.000hab (FACANHA, 2006). Em pesquisa utilizando-se soro de individuos da cidade
de Catalao (Goias), verificou soropositividade de 11,3% na busca de anticorpos IgG anti-
metacestédeos de 7. solium (OLIVEIRA et al.,, 2006). Em Ribeirdo Preto (Sao Paulo),
diagnosticou-se a NC em 7,5% dos pacientes admitidos na enfermaria de neurologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001).

Em Uberlandia, Minas Gerais, Costa-Cruz et al. (1995) investigaram a prevaléncia de

cisticercose humana através de 3.937 ocorréncias de necropsias, no periodo de 1971 a 1993,
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no servico de anatomia patolégica do Hospital de Clinicas da Fundacdo de Assisténcia,
Estudo e Pesquisa de Uberlandia. A andlise de 2.862 registros de laudos que estavam
completos e com idade acima de um ano revelou 39 casos (1,4%) de cisticercose. Destes,
82,1% dos casos eram do Estado de Minas Gerais, 15,4% de Goias e um caso (2,5%) nao foi
possivel identificacdo. Dos 39 casos 35 (89,7%) apresentaram comprometimento do SNC.

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 populacdo amostrada e a problemética do complexo
tenfase-cisticercose na regiao.

A prevaléncia de epilepsia de inicio tardio no Brasil é de 29,5%. Cisticercose
relacionada a epilepsia foi encontrada em Florianépolis, SC (19,2% dos casos iniciados
depois dos 18 anos), Chapecd, SC (24% dos internados), Recife, PE (8,8%), Mulungu do
Morro, BA (15,3% dos pacientes com anticorpos para NC). Foi encontrada em 3,3% das
autdpsias realizadas em Uberaba, MG e em 1,6% das realizadas no Servico de Patologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (TREVISOL-
BITTENCOURT; SILVA; FIGUEREDO, 1998; LINO-JUNIOR; REIS; TEIXIERA, 1999;
VALENCA; VALENCA, 2000; GOMES; VELGA; CORREA, 2002; FACANHA, 2006).

A NC tem sido considerada um fator de risco para desenvolvimento de cancer. Em
trabalho desenvolvido por Herrera et al. (1999) foi sugerido que a NC € um risco potencial
para indugdo de cancer. Em outro trabalho, 17% de 43 pacientes com glioma tiveram NC
quando comparado com 3% de 172 controles (DEL BRUTTO et al., 1997).

Devido a dificuldade de tratamento da NC, busca-se a implantacdo de medidas de
controle. Entretanto, para estratégias de controle, individuos com NC nao sao os alvos
essenciais ao passo que estes apenas carregam o parasito. Por outro lado, diagndstico e
cuidados apropriados dos casos de NC devem ser extremamente incentivados para as
comunidades entenderem e cooperarem com os programas de controle (GARCIA;
GONZALEZ; GILMAN, 2003). Pawlowski (2008), propde uma intervencao para reducdo da
teniase e NC que pode ser empregada facil e rapidamente através dos servicos médico e
veterindrio usando uma quimioterapia foco-orientada da teniase.

O uso de tratamento de massa para eliminar platelmintos de portadores humanos
utilizando praziquantel ou niclosamida mostrou significante redu¢do na prevaléncia
(GARCIA; GONZALEZ; GILMAN, 2003; FLISSER; RODRIGHUEZ-CANUL,;
WILLINGHAM III, 2006). Modelos de simulacdes matemédticas demonstraram que a0 menos



26

11 procedimentos de tratamento em massa sao necessarios para erradicacao de 7. solium em
areas endémicas (PAWLOWSKI, 2006). O tratamento em massa da populacdo de suinos
complementa o tratamento da tenfase humana na eliminacdo de reservatérios de novas
infeccdes (GARCIA; GONZALEZ; GILMAN, 2003).

A melhora da criacdo de suinos e infra-estrutura sanitdria para evitar o acesso dos
animais as fezes humanas e a defecacdo humana indiscriminada em lugares abertos também
tém mostrados serem tteis no controle desta parasitose. Altos padrdes da inspecdo de carne e
apropriado descarte de carcacas suinas infectadas também auxiliam na prevencao de suinos
infectados e subseqiiente infeccdo humana (FLISSER; RODRfGUEZ—CANUL;
WILLINGHAM 111, 2006).

A educacdo parece ter efeito em aprimorar o conhecimento da doenca e o mecanismo
de transmissao, mas pouco efeito na mudanca dos comportamentos de risco. Os riscos a saide
relacionados com cisticercose nao sdo percebidos como imediatos ou reais pelos habitantes
(GARCIA; GONZALEZ; GILMAN, 2003). O fator econdmico facilita o sucesso do controle
da doenca, desde que as pessoas aprendam que a criagdo de suinos em areas livres do acesso
das fezes humanas deixa os animais livres desta infec¢do e podem ser vendidos por precos
mais altos (FLISSER; RODRIGUEZ-CANUL; WILLINGHAM 111, 2006).

Outros dois principais fatores a serem considerados na implantacdo de intervengdes de
controle sdo: aceitacdo cultural e custo. Cooperacdo da comunidade serd requerida para
alcancar controle sustentdvel, e fatores econdmicos exercerao um papel maior na manutencao
de criagdo doméstica do animal a menos que solugdes alternativas sejam criadas (GARCIA;
GONZALEZ; GILMAN, 2003). A maioria dos paises desenvolvidos controlou o parasito
como conseqiiéncia do processo de desenvolvimento. Assim o controle efetivo ocorreu,
quando a manuten¢do de criacdo de suinos ficou mais cara do que a obtencdo da carne em
mercados regulamentados (GONZALEZ et al., 2003).

A vacinacdo dos hospedeiros intermedidrios de 7. solium pode remover a fonte da
tenfase humana, e indiretamente afetar o aparecimento de novos casos de cisticercose
(FLISSER; RODRIGHUEZ-CANUL; WILLINGHAM, 2006). Para T. solium dois antigenos
protetores foram definidos, TSOL18 e TSOL45-1A, sendo que os valores de prote¢do foram
100% e 97%, respectivamente (FLISSER et al., 2004; LIGHTOWLERS, 2006). Porém muito
trabalho deve ser feito para tornar a vacinagdo um método prético e disponivel como: garantir
uma formulagcdo apropriada, producdo de uma vacina estdvel, melhor eficicia e protecdo,
protecao de animais neonatos e estabelecer a producao de uma vacina de maneira facil e com

preco acessivel (PAWLOWSKI; ALLAN; SARTI, 2005; LIGHTOWLERS, 2006).
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Em 1993, a Forca Tarefa Internacional para Erradicacdo de Doenca (FTIED) colocou
a cisticercose entre as seis doencas de 100, possiveis de serem erradicada. A erradicacio da
cisticercose foi considerada possivel baseada em: 1) o ciclo de vida envolve o humano como o
unico hospedeiro definitivo, 2) os vermes adultos no humano sdo a unica fonte de infec¢ao
para os hospedeiros intermedidrios, 3) transmissdo entre o humano e o suino pode ser
controlada e 4) ndo existe reservatorio silvestre da infec¢do. Em 2003, a FTIED revisou o
status da cisticercose e verificou que o controle ou eliminacdo de 7. solium nao foi ainda
demonstrado. Em setembro de 2003, foi realizada reunido internacional no Centro de
Conferéncia Internacional da Fundacdo Rockefeller em Beldgio, Itdlia, para avaliar a
necessidade de campanhas internacionais para o combate da cisticercose, na qual se chegou
ao consenso da necessidade e estabelecimento de um programa global para o combate da
cisticercose (FLISSER; RODRIGHUEZ-CANUL; WILLINGHAM, 2006).

Com o reconhecimento do crescimento global do problema da cisticercose, a
Assembléia Mundial de Saide (AMS) considerou a implantacdo do controle da NC em 2003.
A AMS, que prepara a agenda da Organizacao Mundial de Saide (OMS), recomendou que as
autoridades devessem ser fortemente encorajadas para instalar inspe¢ao nacional e sistemas de
notificacdo, e adotar métodos mais ativos de prevencdo e controle da cisticercose. A OMS
estd atualmente liderando uma avaliacdo mundial da cisticercose incluindo o impacto da
doenca na satde e na agricultura em paises onde ja ha informagdo disponivel (FLISSER;

RODRIGHUEZ-CANUL; WILLINGHAM, 2006).

1.2. EXPOSICAO DE BIOMOLECULAS EM FAGOS (PHAGE DISPLAY) E SELECAO

BIOLOGICA (BIOPANNING)

Desde a sua descricao por Smith (1985), a tecnologia de phage display (exposicao de
biomoléculas em fagos) tem apresentado utilizacdo cada vez mais crescente em diversas areas
das ciéncias. Este autor foi o pioneiro a conseguir a expressao da enzima de restricdo Eco Rl
com fusdo a proteina plll do capsideo do fago. Pode-se dizer que as bibliotecas apresentadas
no capsideos de fagos filamentosos, t€m emergido como poderosos instrumentos em diversas
areas de pesquisa, desde estudo de estruturas de biomoléculas até obtencdo de novos farmacos
e vacinas contra diferentes doencas (SMOTHERS; HENIKOFF; CARTER, 2002; AZZAZY;,
HIGHSMITH JR, 2002). Tang et al. (2004), utilizando uma biblioteca de fagos filamentosos

obteve mimetopos a ferritina de Schistosoma japonicum candidatos a vacina e que
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apresentaram uma significante protecdo contra infeccdo por este parasito em teste realizado
em camundongos.

Bacteriéfagos ou simplesmente fagos sdo virus que infectam uma variedade de
bactérias Gram-negativas, usando pilus sexual como receptor, e utilizando a bactéria como
uma fabrica para a sua prépria replicacio (PETTY et al.,, 2006). As particulas de fagos
filamentosos (linhagens M13, {1 e fd), que infectam Escherichia coli via pilus F, consistem de
fita simples de DNA incluso em uma cépsula protéica constituida por cinco proteinas (plll,

pVI, pVIL pVIII e pIX) (MARANHAO; BRIGIDO, 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura de fago filamentoso. Visualiza-se um peptideo (filamento preto)

fusionado na proteina plIl (amarelo). As outras proteinas constitutivas do fago sdo: pVI
(rosa), pVII (vermelho), pIX (verde) e pVIII (azul). Adaptado de Smothers; Henikoff; Carter
(2002).

A metodologia do phage display foi definida como uma metodologia para selecdo e
identificacdo de interagcdes ligantes de proteinas (PETTY et al., 2006). O phage display é um
método de selecdo no qual uma biblioteca de peptideos ou proteinas é expressa no exterior da
particula viral, enquanto o material genético codificante para cada peptideo encontra-se no

genoma viral. Biblioteca de peptideos sintéticos apresentados em fagos é uma ferramenta
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importante para identificar os sitios ligantes de moléculas bioldgicas de interesse € no
desenvolvimento de novas vacinas (AZZAZY, HIGHSMITH, 2002), sendo possivel
estabelecer a correlacdo entre cada seqiiéncia de proteina variante e sua respectiva seqii€éncia
de DNA, com a qual permite rdpida caracteriza¢do baseada na afinidade de liga¢dao para uma
molécula alvo (ADDA et al., 2002).

O sistema de phage display tem sido usado para selecdo e maturagdo de afinidade de
uma gama de proteinas (LEVIN; WEISS, 2006; SIDHU; KOIDE, 2007) e identificagao de
epitopos (BENTLEY et al., 2000; GERSHONI et al., 2007 ), além disso varios grupos tem
usado esta técnica para selecionar antigenos especificos a tumores (KUROSAWA et al.,
2008). Foram expressos na superficie viral: anticorpos, peptideos, enzimas, receptores de
superficie celular, entre outras estruturas (BENHAR, 2001).

Uma grande possibilidade do phage display é a conveniéncia de que tais bibliotecas
podem ser selecionadas pelos ligantes alvos-especificos. Desta maneira, bibliotecas com
grande diversidade podem ser criadas, amplificadas e selecionadas contra alvos de interesse
(SERGEEVA et al., 2006). Essa ampla utilizacao se deve a algumas vantagens: habilidade de
selecionar ligantes de alta afinidade, possibilidade de produzir proteinas soliveis, baixo custo,
facil manuseio e rapidez (SMITH; PETRENKO, 1997). A exposi¢cdo em fagos apresenta
vantagens sobre outras tecnologias pela facilidade de mapear grande nimero de clones
simultaneamente (NOREN; NOREN, 2001), e a deteccdo somente de bactérias vivas, assim
reduzindo o nimero de falsos positivos que ocorrem no uso de técnicas como a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR - polymerase chain reaction) (PETTY et al., 2006).

No sistema de phage display, as seqiiéncias de DNA de interesse sdo inseridas em uma
localiza¢do 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, usualmente com a principal proteina do capsideo (PVIII) ou a menor proteina do
capsideo (PIII) (AZZAY; HIGHSMITH IJr., 2002; PETTY et al., 2006). Essa unido de
gendtipo (DNA do capsideo codificando a proteina exposta) e fendtipo (proteina exposta)
permitiu um enriquecimento na afinidade de sele¢des a partir de um nimero de bibliotecas
com milhdes ou trilhdes de polipeptideos variantes (LEVIN; WEISS, 2006).

O procedimento de selecdo bioldgica ou Biopanning € realizado pela incubagdo da
biblioteca de peptideos expostos em fagos contra o alvo. Na maioria das vezes, o alvo é retido
em placas de ELISA, mas também se utiliza beads, resinas e membranas, entdo uma
populacdo de fagos em solugdo € incubada com a molécula alvo. Os fagos contendo peptideos

com afinidade pelo alvo sdo capturados e permanecem ligados, e aqueles ndo ligantes ao alvo
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sdo eliminados por lavagens sucessivas. A subpopulacdo de fagos especificos € eluida e
amplificada. Os fagos resultantes deste processo sdo titulados e submetidos a ciclos
posteriores visando o enriquecimento do conjunto de fagos com seqii€ncias especificas contra
o alvo. Apés trés ou quatro repeti¢des desse processo, os clones individuais sdo caracterizados
por seqiienciamento de DNA, e submetidos a ensaios imunoldgicos como western blot ou

ELISA (SERGEEVA et al., 2006) (Figura 2).

Biblioteca de
Fagos

Captura de
Fagos ao Alvo

o b cye
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Amplificar Fagos
para préximo ciclo

Descartar os Fagos
néo ligantes

‘ Eluir Fagos ‘

Ligantes Seqlenciar

os ligantes
ao alvo

Figura 2. Ciclo de Biopannig. Em cada ciclo, os fagos ligantes ao alvo sdo selecionados,
sendo os demais descartados. Os fagos ligantes s@o amplificados e seguem para novos ciclos
com intuito de aumentar a afinidade de ligacdo ao alvo especifico. Adaptado de Smothers;

Henikoff; Carter (2002).

Uma biblioteca phage display de peptideos randomicos é uma técnica experimental
que pode ser utilizada no estudo da interacdo anticorpo-antigeno (MAYROSE et al., 2007).
Virios trabalhos demonstraram a obten¢do de peptideos especificos pela selecdo 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 (SERGEEVA et al., 2006; FENG et al., 2009). A identificacdo de

epitopos possui aplicacdes de importancia médica como desenvolvimento de vacinas (YANG
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et al., 2005), medicamentos, diagndstico de doencas e imunointervencio (MAYROSE et al.,
2007).

Apesar de T. solium causar uma importante doenga parasitdria em humanos e suinos,
incluindo um sério problema neuroldgico que € a NC, este patégeno ndo € extensivamente
caracterizado no nivel molecular, e o diagndstico desta helmintiase continua sendo um desafio
na pritica médica (ROBLES et al., 2005). Dessa forma, o uso da técnica phage display visa a
caracterizacdo molecular de 7. solium e seu possivel uso no aprimoramento do diagndstico da
NC, pois se torna importante o desenvolvimento de melhores metodologias de diagndstico da
NC, principalmente para o auxilio de pacientes residentes de dreas endémicas como Brasil e o
Estado de Minas Gerais, e devido a dificuldade de obter extratos antigénicos purificados que
demonstrem altos indices de sensibilidade e especificidade. Em 1999, Manoutcharian e
colaboradores conseguiram identificar epitopos de anticorpos presentes no LCR através da
constru¢do de biblioteca génica utilizando a técnica do phage display. Estes autores relataram
a selecdo de peptideos por phage display como uma ferramenta para o desenvolvimento de
um teste de imunodiagndstico mais simples e sensivel e no entendimento dos mecanismos
moleculares da patogénese da NC.

Buscou-se também a utilizacdo de antigenos alternativos no método de phage display,
como o isolamento de antigenos de 7. crassiceps em biblioteca de cDNA por Robles et al.
(2005) e sua utilizacao na identificagdo de antigenos para o reconhecimento de anticorpos em
amostras clinicas de pacientes com NC.

A metodologia do phage display também foi utilizada para andlise da homologia de
seqiiencias de peptideos selecionados de bibliotecas com pacientes com NC e de pacientes
sem NC. Dois tipos diferentes de seqiiéncias foram obtidas e distinguidas como “NC-
relacionada” e “NC-ndo relacionada”. Este tipo de andlise pode permitir a identificacdo de
doenca quando os testes imunoldgicos sdo negativos (GAZARIAN et al., 2001). No entanto
ainda ndo foi disponibilizado um teste diagndstico para NC baseado na técnica de phage
display.

No futuro, esta metodologia utilizada na geracao de antigenos derivados de 7. solium
podera prover informagao ttil nao sé para o diagnédstico de pacientes com NC, mas também o
monitoramento do paciente durante o tratamento. A constru¢do de bibliotecas pode ter outras
implica¢des na pesquisa de cisticercose, como identificacdo de antigenos candidatos a vacina,
isolamento de antigenos do parasito circulantes no hospedeiro, ou em estudos da interacao
parasito-hospedeiro (ROBLES et al., 2005). A viabilidade da utilizacdo de fagos para a

vacinacao de suinos contra a cisticercose foi testada, e resultados preliminares apontaram para
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a capacidade protetora da vacina de fagos contra cisticercose suina (MANOUTCHARIAN et
al., 2004; MORALES et al., 2008).

1.3. ANTICORPO IGY

As imunoglobulinas (Ig) ou anticorpos (Ac) sdo moléculas pertencentes a uma familia
de glicoproteinas estruturalmente relacionadas, responsdveis pelo reconhecimento de
determinantes antigénicos. Todos os anticorpos tém uma estrutura central comum de duas
cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas idénticas. As cadeias leves da maioria das
imunoglobulinas dos vertebrados existem sob duas formas distintas, denominadas de cadeias
kapa (k) e lambda (L), constituindo os is6tipos presentes em todos os individuos. Qualquer
um dos tipos de cadeia leve pode se combinar com qualquer um dos tipos de cadeia pesada,
mas em uma Unica molécula de imunoglobulina ambas as cadeias leves e pesadas sdao do
mesmo tipo (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003).

Cada cadeia leve € ligada a uma cadeia pesada e as duas cadeias pesadas sdo unidas
mutuamente. Entretanto quando comparadas entre diferentes imunoglobulinas, as seqiiéncias
destas cadeias variam amplamente. Tanto nas cadeias pesadas quanto nas leves, essa
variabilidade é mais pronunciada no dominio N-terminal, sendo denominado de regido
variavel (Fv), abreviada para Vy e V|, respectivamente na cadeia pesada e na cadeia leve, e
responsdvel pela especificidade génica. Os outros dominios sdo denominados de regido
constante (Cy e Cp). Dentro de uma imunoglobulina, as cadeias pesadas e leves sdo paralelas
e este par de dominios forma um sitio de liga¢do de antigenos. A molécula de anticorpo pode
ser subdividida em porcdes Fc e Fab, onde Fc é constituida dos dominios constantes e Fab
constituida dos dominios Vy-Cy e Vi -Cp, responsdveis pela ligacdo com os antigenos e,
portanto denominado sitio combinatorial para o antigeno. As trés dreas altamente divergentes
dentro das regides V sdo chamadas também de regides hipervaridveis. Como estas seqiiéncias
formam uma superficie complementar a superficie tridimensional de um antigeno, as regides
hipervaridveis sao também chamadas regides determinantes de complementaridade (CDRs)
(ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2008).

Em seres humanos, a codificacdo das regides constantes e varidveis da cadeia leve é
feita por dois segmentos separados de DNA. Entre o segmento V e C, e ligada ao segmento V
no cromossomo rearranjado, encontra-se uma secdo curta extra de DNA conhecida como
segmento J (juncdo). Os genes de cadeia leve sofrem recombina¢do com os segmentos V e J

para dar origem ao gene do dominio V. O segmento génico VK codifica a regido V da cadeia
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leve do anticorpo, e o segmento génico Jk codifica o restante da regido V. Existe apenas um
gene para regido C. Durante a diferenciacdo das cadeias linféides, existe um rearranjo do
DNA de modo que um gene V € unido a um ou cinco genes J. O loco génico A, em seres
humanos contém um conjunto de genes V, mas cada um dos sete genes C € acompanhado por
apenas um gene J. A regido varidvel da cadeia pesada é também codificada por genes do
segmento V e J, e por um terceiro segmento gé€nico, o segmento D, que fornece uma
diversidade adicional a esse sistema (Figura 3) (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003). Nesse
estdgio, dois principais eventos ocorrem: hipermutacido somética e recombinag¢do do switch de
classe. A hipermutacdo génica introduz ponto de mutagdo nos genes rearranjados de Ig,
produzindo anticorpos de alta-afinidade (HONJO; KINOSHITA. MURAMATSU, 2002;
GONZALEZ et al., 2007).
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Figura 3. Organizacdo dos loci da imunoglobulina humana na linhagem germinativa. Sao
mostrados os loci das cadeia pesada, e leve (k e A). Os segmentos dos genes sdo identificados
como: L = lider (seqiiéncia sinal); V = varidvel; D = diversidade; J = jun¢do; C constante; enh

= amplificadores. Adaptado de ABBAS; LIGHTMAN; PILLAI, 2008.

A galinha tem uma dnica maneira de geracao de diversidade nas cadeias leve e pesada

da Ig. O Idcus da cadeia L tem somente um gene da regido varidvel (VAI) funcional que é
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expresso, € um tnico segmento J. Durante o desenvolvimento da célula B, o gene VAI é
diversificado por conversdo génica, usando um conjunto de pseudogenes, genes nao
codificantes, como doadores de segmentos de DNA. Uma estratégia similar € usada para o
repertério da cadeia pesada, na qual tnico segmento Vyl e J sdo usados no rearranjo dos
genes da cadeia pesada VDJ. A diversidade de Ig nas galinhas ocorre por um processo
conhecido como conversao génica, no qual pseudogenes tomam lugar de seqiiéncias
equivalentes dentro de genes rearranjados funcionalmente, e pelo fendmeno de hipermutagdao
somatica (MANSIKKA et al., 1990; RATCLIFFE, 2006). Em todos os casos, o rearranjo
génico resulta em justaposicdo de segmentos de DNA, codificando os genes para as

imunoglobulinas (Figura 4).
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Figura 4. Geracao de diversidade de imunoglobulina de galinhas. (A) locus da cadeia leve
mostrando pseudogenes (quadrados pretos); Vi = Unico segmento varidvel funcional; J =
segmento de jung¢do; CL = segmento constante. (B) locus da cadeia pesada mostrando
pseudogenes (quadrados pretos); Vi = Unico segmento varidvel funcional; D = exclusivos da
cadeia pesada; Jy = segmento de juncdo da cadeia pesada; Cy = segmento constante.
Adaptado de RATCLIFFE; JACOBSEN (1994) e ARAKAWA; BUERSTEDDE, 2004 et al.
(2004).
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O anticorpo IgY € a imunoglobulina predominante no soro de passaros, répteis e
anfibios, e € transferida para clara do ovo para conferir imunidade passiva aos embrides
(ZHANG, 2003). Em 1969, Leslie e Clem descreveram-na pela primeira vez como um
homologo funcional e ancestral evoluciondrio da IgG e IgE mamiferas, porém estruturalmente
diferente (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995). IgY € considerada um tipico anticorpo de
baixo peso molecular, de passaros, répteis, anfibios e peixes dipndicos, tendo duas cadeias
leve e duas cadeias pesadas (Figura 5). As cadeias pesadas tém uma regiao varidvel e quatro

regides constante, apresentando um peso molecular de 180 kDa (COVA, 2005).

A\

C
c“ ‘I I
lgY

Figura 5. Estrutura do anticorpo IgY. V| = cadeia leve varidvel; Vy = cadeia pesada varidvel,;

CL = cadeia leve constante; Cy = cadeia pesada constante. Adaptado de COV A, 2005.

Diferentemente da IgG, IgY ndo ativa o complemento (CARLANDER et al., 2000),
nido se liga as proteinas estafilocdccica A e estreptocdcica G, ao fator reumatdide e ao
receptor Fc da superficie celular (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995; DAVALOS-
PANTOJA et al., 2000; TINI et al., 2002). Adicionalmente, IgY mostra-se resistente aos
valores extremos de pH 4-9 (LEE et al., 2002) e ndo reage com os anticorpos mamiferos IgG
e IgM, fato que pode ser usada em muitas maneiras para reduzir reacdes indesejadas em
ensaios usando anticorpos anti-IgG (ZHANG, 2003).

Essas diferencas nas interacdes moleculares trazem grandes vantagens a aplicacdo de
IgY. Esse anticorpo pode ser usado em uma variedade de métodos em diferentes dreas de

pesquisa, diagndsticos, aplicacdio médica e biotecnologia (CARLANDER et al., 2000;
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ERHARD et al., 2000; ZHANG, 2003). IgY gerada por imuniza¢do de galinhas com proteinas
sdo atualmente usadas em técnicas de laboratério como por exemplo purificagdo em coluna de
afinidade, analise de western blot, imunoeletroforese, imunoprecipitagcdo e teste ELISA (TINI
et al., 2002; KRIEF; LETESSON; BILLEN, 2002; COVA, 2005).

Diante das limitagdes dos testes soroldgicos, houve um aumento no interesse da
técnica de phage display (bibliotecas de peptideos randomicos expressos na superficie de
fagos), desenvolvida nos dltimos anos como fonte de identificacio de variado nimero de
epitopos e mimetopos, € do bioppaning para a selecdo bioldgica dos fagos ligantes as
moléculas alvos. Apesar de T. solium causar uma importante doenca parasitdria em humanos e
suinos, incluindo um sério problema neuroldgico que € a NC, este patégeno ndo ¢é
extensivamente caracterizado no nivel molecular, e o diagndstico desta helmintiase continua
sendo um desafio na pratica médica (ROBLES et al., 2005). Em relacdo a utiliza¢ao destas
técnicas na caracterizagdo molecular de 7. solium e possivel uso no aprimoramento do
diagndstico da NC, os trabalhos ainda poucos, e ainda ndo foi disponibilizado um teste
diagnéstico para NC baseado na técnica de phage display. Torna-se importante o
desenvolvimento de melhores metodologias de diagndstico da NC, principalmente para o
auxilio de pacientes residentes de dreas endémicas, que sdo em sua maioria paises em
desenvolvimento como Brasil, e o Estado de Minas Gerais, e da dificuldade de obter extratos
antigénicos purificados que demonstrem altos indices de sensibilidade e especificidade. Deste
modo, a metodologia do phage display poderd prover informagdes uteis ndo s6 para o
diagnostico de pacientes com NC, mas também o monitoramento do paciente durante o
tratamento, além da identificacdo de antigenos candidatos a vacina e isolamento de antigenos

circulantes no hospedeiro.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:
e Caracterizar peptideos especificos da forma metacestodea de Taenia solium,
por meio de imunizacdo em galinhas, e investigacdes gendmicas para identificacdo de

antigenos candidatos ao diagndstico da neurocisticercose.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

¢ Desenvolver a resposta imunoldgica em galinhas contra as proteinas do
extrato total de metacestédeos de T. solium.

e [solar e caracterizar as imunoglobulinas de galinhas anti-proteinas totais do
metacestodeo de 7. solium.

e Selecionar peptideos mimético com afinidades ligantes especificas a IgY
anti-proteinas totais do metacestddeo de 7. solium por phage display, visando a
identificacdo de epitopos especificos para o diagndstico da neurocisticercose.

¢ Confirmar a imunorreatividade dos fagos recombinantes selecionados através
do método imunoenzimatico ELISA.

e Caracterizar os fagos selecionados por seqiienciamento e bioinformadtica,

determinando os antigenos potenciais no diagndstico da NC.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Seres Humanos (CEP)
(234/2007) e pelo Comissdo de Etica em Pesquisa na Utilizagio de Animais (CEUA)
(001/2008) da Universidade Federal de Uberlandia.

Certificado de  Biosseguranga pela  CTNBio:CQB  162/02  (Processo
012000.008091/2002-60), publicado no Didrio Oficial da Unido, nimero 5, Secdo 3, de
15/03/2002.

3.2. OBTENCAO DO EXTRATO TOTAL DE METACESTODEOS DE TAENIA SOLIUM

Foram utilizados 50 metacestédeos de 7. solium para o preparo do extrato total, de
acordo com Costa (1986), com algumas modificagdes. Os metacestédeos foram ressuspendidos
em 2,5 mL de dgua destilada e em seguida a mistura foi submetida a homogeneizador de tecidos
(Glas Col®, USA), a 4° C por cinco ciclos de 1 minuto cada, em banho de gelo, e posterior
tratamento de ultra-som (Thornton, Impec Eletronica Sdo Paulo, Brasil) a 40 kHz por quatro
ciclos de 30 segundos cada em banho de gelo. Apds isotonizagdo com 2,5 mL de solugdo 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 agitacio lenta e 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 salino total. A dosagem protéica foi realizada pelo método de Lowry
et al. (1951), utilizando como padrao de referéncia a soroalbumina bovina (Sigma Chen. Co, St.
Louis - MO, USA), posteriormente o antigeno foi dividido em aliquotas de 1,0 mL e de 250 pl

em microtubos de poliestireno “Eppendorf™.

3.3. IMUNIZACAO DE AVES

Foram imunizados quatro animais da raca White-Leghorn de trés semanas de idade,
cedidos pela granja Planalto de Uberlandia-MG. O esquema de imunizacao foi de acordo com
BARBAS et al. (2001), com algumas modificagdes.

Trés aplicacdes intramusculares do extrato total de metacestédeos de 7. solium
emulsionado em adjuvante foram realizadas, sendo que na primeira imunizac¢do a quantidade

de proteina foi de 200 pg, e as demais de 100 ug, com intervalos de 15 dias entre cada uma
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das imunizagdes. Na primeira dose foi usado adjuvante completo de Freund (Sigma Chemical
Co, USA) e nas doses subseqiientes o adjuvante incompleto de Freund (Sigma), sendo que em
ambas correspondiam a 50% do volume total da solucdo. Além do adjuvante, também foi
acrescido solu¢do de tampao fosfato (PBS, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,4 12 mM,
KH,PO,4 1,2 mM, pH 7.4) para tamponar a solu¢do. Foram imunizadas duas galinhas e duas
foram mantidas como controle, imunizadas somente com adjuvante e PBS. No sétimo dia
p6s-imunizagdo (dpi) foi feita coleta de sangue dos animais, e o titulo de anticorpos
especificos foi monitorado por testes ELISA. Apds 14 dpi foi realizada uma nova imunizagao
até a obtencdo do titulo ideal de anticorpos. Apds 3 meses coletou-se o sangue total dos
animais.

Para tanto, placa de microtitulagdo de poliestireno foi sensibilizada com 50 pL de
extrato salino de T. solium em concentracdo ideal de 1 wg/mL diluido em tampao carbonato-
bicarbonato (0,06 M pH 9,6) e incubadas por 18 horas a 4 °C. Em seguida, os pogos foram
bloqueados com PBS acrescido de 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e adicionado ainda 5% de
leite em pé desnatado (PBS-TM), durante 30 min a 37° C. Apds trés ciclos de 5 min de
lavagem com PBS-T, as amostras de soro das galinhas pré e pds imunizagdes diluidas
seriadamente (1:2) de 1:500 até 1:200.000 em PBS-TM foram incubadas por 45 minutos a
37°C, sendo que as amostras dos animais pré imuniza¢do e dos animais controle constituiram
os controles negativos. Apds novas lavagens com PBS-T, adicionou-se o anticorpo secundario
anti-IgY marcado com peroxidase na diluicdo de 1:5000 em PBS-TM (50 puL/pogo) para a
reacdo com soro. Repetiu-se o processo de lavagem, e foi feita a adicdo de 50 puL/poco da
solucdo cromdgena de ortofenilenodiamina (OPD) com H,O, para revelagdo. Apds 15
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida com a adicao de
25uL de solugdo de H,SO4 2N. Os valores de absorbancia foram determinados em filtro de
492 nm em leitor ELISA (Tp Reader, Thermoplate, China).

O cut-off foi calculado pela soma das médias de densidade 6ptica (DO) do soro pré-
imunizacdo e dos animais controles mais 2 vezes o desvio padrdo, e o indice ELISA pelo
valor de DO obtido em cada diluicao dividido pelo cut-off. Apds a constatacdo do titulo
apropriado, os animais foram sacrificados por punc¢do cardiaca. O sangue foi armazenado a
37° C por 1 hora e, logo apés, a 4 °C. Em seguida, o material foi centrifugado a 3000 x g por

10min para obteng¢ao do soro a ser purificado.
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3.3.1. Purificaciao dos anticorpos

A purificacdo de IgY foi realizada com o uso da coluna HiTrap 1gY Purification HP, 5
mL (Amersham Biosciences, USA). Foi utilizado um sistema completo de cromatografia
liquida modelo Akta Purifier (Amersham Bioscience).

A bomba peristéltica foi preenchida com tampao de eluicio (Na,HPO4 20 mM, pH
7.5), e entdo conectada a coluna. A coluna foi lavada com 5 volumes (25 mL) de cada
tampao: 1) ligacdo (Na,HPO4, 20 mM, K,SO4 0,5 M, pH 7.5); 2) eluicdo; e 3) limpeza
(Na,HPO4 20 mM, 30% volume/volume de isopropanol, pH 7,5). Em seguida a coluna foi
equilibrada com 5 volumes de tampao de ligacdo, e foi aplicada amostra (6 mL de soro). A
coluna foi lavada com 10 volumes da mesma (50 mL) de tampao de ligagdo. As IgY foram
entdo eluidas com 10 volumes da coluna de tampao de eluicao, sendo coletadas amostras de 1
mL. A coluna foi regenerada com 8 volumes (40 mL) de tampao de limpeza, e reequilibrada
com 5 volumes de tampéo de ligacdo. A medida que as amostras foram filtradas na coluna de
purificacdo, as leituras Opticas das aliquotas (OD 280nm) eram obtidas.

A dosagem protéica foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando como
padrao de referéncia a soroalbumina bovina (Sigma). O anticorpo foi posteriormente dividido em
aliquotas de 1,0 mL em microtubos de poliestireno “Eppendorf”.

A visualizacdo das amostras de IgY purificadas foi realizada por SDS PAGE 12%,

como descrito por Laemmli (1970), através de coloracio do gel de poliacrilamida pela prata.

3.3.2. ELISA para confirmar a especificidade da IgY

Ap6s a obtengdo do anticorpo purificado foi necessério confirmar a especificidade das
IgYs em relacdo ao metacestddeo de 7. solium e tal constatacdo foi realizada através do
ensaio de ELISA de maneira semelhante ao realizado anteriormente.

A placa de microtitulagdo de poliestireno foi sensibilizada com 50 pL de extrato salino
na concentracdo de 1pug/mL em tampdo carbonato-bicarbonato (0,06 M pH 9,6) e incubada
por 18 horas a 4 °C. Em seguida, os pogos foram bloqueados com PBS-TM durante 30 min a
37° C. Apo6s trés ciclos de cinco minutos de lavagem com PBS-T, as amostras de IgY
purificadas diluidas 1:1.000 em PBS-TM (50 ul/pogo) foram incubadas por 45 min a 37°C,
sendo que as amostras pré imunizacdo e dos animais controles constituiram os controles
negativos. Apos novas lavagens com PBS-T, adicionou-se o anticorpo secunddrio anti-IgY

marcado com peroxidase na dilui¢ao de 1:5000 (50 uL/pogo) para a reacdo com soro. Apds
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novos processos de lavagem a reagdo foi revelada pela adicdo de 50 pL/pogco de OPD
acrescido de H,O,. Apds 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo foi
interrompida com a adi¢do de 25 pL de solu¢do de H,SO4 2N. Os valores de absorbancia
foram determinados em filtro de 492 nm em leitor ELISA (Tp Reader, Thermoplate). O cut-
off foi calculado pela soma das médias de densidade 6ptica (DO) das amostras pré-imunizacao
e dos animais controles mais 2 vezes o desvio padrdo, e o indice ELISA pelo valor de DO

obtido em cada diluic¢do dividido pelo cut-off.

3.4. PHAGE DIPLAY — EXPOSICAO DE BIOMOLECULAS EM FAGOS - E BIOPANNING -

SELECAO DE PEPTIDEOS

Para a selecio dos peptideos (expressos na proteina III do capsideo de fagos
filamentosos), reativos com os anticorpos acima descritos, utilizou-se uma biblioteca
randomica de peptideos de 12 aminodcidos (Ph.D. 12 mer, New England Biolabs, USA). As
bibliotecas expressas em fagos M13 filamentosos (New England Biolabs) sdo compostas por
peptideos randomicos seguidos por uma curta seqii€éncia espagadora Gly-Gly-Gly em fusdo a
regido N - terminal da proteina capsidica menor (Proteina III). A biblioteca Ph.D.12 mer
apresenta 12 peptideos aleatérios e contém peptideos linearizados pela delimitacdo por
cisteinas nas extremidades peptidicas. Esta biblioteca consiste de aproximadamente 2,8 x 10!
clones independentes, os quais representam 1,9 x 10° possiveis combinacdes de residuos de
aminodcidos. Todas as cinco cOpias da Proteina III capsidica dos fagos, contém, peptideos
randémicos aminoterminais (Noren; Noren, 2001).

A biblioteca de fagos foi incubada com a fracao eluida de imunoglobulinas IgY anti-
proteinas totais do metacestodeo de 7. solium. Foi adsorvido no po¢o de uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos (Maxisorp, NUNC, USA) 150 pL de IgY purificada em coluna
especifica para IgY (100 ug/mL em NaHCO; 0,1 M, pH 8,6) e incubada overnight a 4° C. A
placa foi bloqueada com 150 pL de tampao de bloqueio (NaHCO; 0,1 M, pH 8,6, 5 mg/mL
BSA) por 1h sob agitacdo a 4° C, e lavada seis vezes com solucdo tamponada de tris (TBS,
Tris-HC1 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM) acrescido 0,1% Tween 20 (TBS-T1%). Foi realizada
uma selecao negativa, na qual os fagos foram colocados inicialmente em pog¢o contendo IgY
purificada do soro pré imune, os fagos nao ligantes foram passados para o pogo adsorvido
com IgY do soro do animal controle imunizado com PBS, durante 1h sob agitacdo a
temperatura ambiente em cada poco. Posteriormente os fagos ndo ligantes durante a sele¢ao

negativa foram incubados no poco com IgY purificada dos soros dos animais imunizados, e
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ap6s 1h os fagos ligantes foram eluidos com 200 ng de extrato total de metacestodeos de T.
solium.

Uma pequena amostra deste eluato (10 pL) foi titulada e o restante foi utilizado para
reamplificacdo, realizada em 20 mL de cultura de E. coli (ER2537) em fase inicial de
crescimento (OD600=0,3), contendo tetraciclina, incubando-se a cultura por 4-5 horas em
agitador com temperatura a 37° C, antes do procedimento de precipitacio dos fagos e
posterior titulagdo. A cultura foi transferida para um tubo Oakridge (Hitachi, 50 mL) e
centrifugada (10 min, 10.000 rpm). As células residuais foram descartadas e o sobrenadante
transferido para outro tubo e re-centrifugado. Foi pipetado 80% do sobrenadante para um tubo
esterilizado onde foi adicionado 1/6 do volume de PEG/NaCl (20% peso/volume de
Polietileno glicol-8000, NaCl 2,5M, dgua), e a mistura permaneceu em repouso por 12 horas a
4°C.

No dia seguinte, a precipitacdo foi centrifugada 15 minutos a 10.000 rpm a 4° C. O
sobrenadante foi descartado e o tubo foi centrifugado brevemente, para que o sobrenadante
residual pudesse ser removido. O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de TBS, transferido
para um microtubo e centrifugado por 5 minutos, 10.000 rpm a 4° C para precipitar os
residuos celulares. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo para a adicdo de
PEG/NaCl (1/6 do volume). A mistura foi incubada em gelo por 1 hora e entdo centrifugada
(10 min, 14.000 rpm, 4° C). O sobrenadante foi descartado, e a centrifugacdo foi repetida para
remog¢do de sobrenadante residual. O precipitado foi ressuspendido em 200 pL de TBS,
obtendo-se entdo o eluato amplificado, pronto para a titulagao.

Os fagos reamplificados a partir do primeiro ciclo de selecdo foram utilizados em um
segundo ciclo e assim subseqiientemente, por um total de trés ciclos, sendo que no tultimo
ciclo a estringéncia do tampao de lavagem foi aumentada de 0,1% para 0,5% de Tween-20 em
todas as lavagens e foram sensibilizados dois pocos com soros dos animais pré-imunizacio e
dos animais controles.

Para todas as titulagdes foram utilizados 1 pL dos fagos, diluidos em 9 pLL de meio de
cultura LB. As dilui¢tes (10" a 10") foram incubadas com 200 pL de E. coli (ER2738) em
fase de crescimento inicial por 5 minutos e plaqueadas em meio LB contendo IPTG (0,5 mM)
e X-gal (40 pg/mL), juntamente com 3 mL de Agarose Top (10 g de Bacto-Triptona, 5 g de
extrato de levedura, 5 g de NaCl, 1 g de MgCl2. 6H20/litro). O vetor de fago utilizado
contém o gene lacZ, permitindo que clones reativos fossem selecionados pela coloracdo das
coldnias (azuis positivas ou brancas negativas). O resultado se expressa por P.F.U. (unidades

formadoras de placa).
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Apo6s a incubagdo em estufa por toda a noite a 37° C, as coldnias azuis foram contadas
para a obtencdo dos titulos de saida para todos os ciclos de selecao (nimero de coldnias azuis

x fator de diluicdo).

3.5. SEQUENCIAMENTO DE DNA DOS BACTERIOFAGOS

Para obtencdo de DNA dos bacteri6fagos filamentosos de fita simples, cada colonia
isolada obtida do 3° ciclo ndo amplificada foi dispensada separadamente em microtubos
“eppendorfs” contendo 1,0 mL de meio de cultura com E. coli em fase de crescimento inicial
e 100 ul de antibidtico tetraciclina. Os microtubos foram incubados, overnight a 37° C sob
agitacdo. Seguindo-se centrifugacdo a 10.000 rpm por 30 segundos a 4° C, para a retirada do
sobrenadante da cultura. O sobrenadante foi transferido outro microtubo e recentrifugado para
limpar melhor o sobrenadante, e ao precipitado foi adicionado glicerol para posterior
amplifica¢do. Passou-se o sobrenadante para outro tubo e entdo foi adicionado 1/6 do volume
de PEG/NaCl, e incubando por 10 min a temperatura ambiente. Os tubos foram centrifugados
por 10 min a 14.000 rpm a 4° C, o sobrenadante foi descartado, e o precipitado suspenso em
100 pl de tampao iodeto para dissolucdo do pellet e entdo adicionado 250 pl de etanol 100% e
deixado em repouso por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada
centrifugacdo por 10 min a 14.000 rpm a 4° C. O pellet foi lavado com etanol 70% e depois
centrifugado (14.000 rpm/10 min/4° C). O sobrenadante foi descartado, os tubos foram
deixados secar em papel filtro, e por fim ressuspendidos em 20 pl de H,O mili-Q. Para
confirmar a extracdo do DNA foi feito gel de agarose 1,5%.

O seqiienciamento foi realizado utilizando o kit DYEnamicTM ET dye termination
(GE Healthcare, USA) e seqiienciador automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences).
Para a reacdo do seqiienciamento, foi utilizado o primer MI13 (5°-
HOCCCTCATAGTTAGCGTAACG -37, Invitrogen, USA) que amplifica a regido do DNA
do fago correspondente aos insertos dos aminodcidos codificantes dos peptideos randomicos
fusionados na proteina PIII. Foram utilizados em cada poco da placa para reacdo de
seqiienciamento 500 ng de DNA molde (DNA de cada fago por poco), 5 pmol do primer e
Premix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit, Amersham Biosciences). Para a realizag¢ao
da reacdo de 35 ciclos foi utilizado um termociclador de placas (MasterCycler, Eppendorf,
Brasil) nas seguintes condicdes: desnaturacdo (a 95° C por 20 segundos); anelamento do

primer (a 58° C por 15 segundos) e extensdo (a 60° C por um minuto).



44

A andlise das seqiiéncias de DNA provenientes do seqiienciador automdtico foi
processada em software do proprio equipamento (Sequence Analyser, Base Caller, Cimarron
3.12, Phred 15). Logo apds esta pré-andlise, as seqiiéncias dos vetores foram selecionadas, e

somente os insertos com residuos perfeitos foram traduzidos.

3.6. AMOSTRAS DE SORO

Foram obtidas 40 amostras de soro de pacientes com diagndstico confirmado de NC
por meio de histdria clinica, dados epidemiolégicos do paciente, TC e positividade no ELISA
para cisticercose, constituindo o Grupo 1. Para tanto, todos os pacientes selecionados tiveram
analisados os prontudrios médicos, e somente aqueles com laudo técnico de exame de
neuroimagem foram incluidos no trabalho, sendo este dado utilizado na classificagdo de cada
paciente. Deste grupo, dezoito (45%) foram classificados com NC ativa e vinte e dois (55%)
com NC inativa. No total, vinte e dois (55%) pacientes eram do sexo feminino e dezoito
(45%) eram do sexo masculino, sendo que no grupo com NC ativa os pacientes do sexo
feminino correspondiam a 39% (7/18) e os do sexo masculino a 61% (11/18), no grupo com
NC inativa 68% (15/22) dos pacientes eram do sexo feminino e 32% (7/22) do sexo
masculino. A média das idades foi de 41 anos (variando de 14 a 82 anos) e a mediana de 42
anos. Dentre os pacientes com NC ativa a média foi de 37 anos (variando de 14 a 59) e
mediana de 40 anos. Para os pacientes com NC inativa a média das idades foi 45 (indo de 26 a
82) com mediana de 43 anos.

Para verificar a reatividade cruzada em métodos soroldgicos, foram obtidas 40
amostras de soro de pacientes com outras parasitoses (Grupo 2), entre elas: Ancilostomideos
(5), Ascaris lumbricoides (5), hidatidose por Echinococcus granulosus (3), Enterobius
vermicularis (5), Hymenolepis nana (4), Schistosoma mansoni (3), Strongyloides stercoralis
(5), Taenia sp. (5) e Trichuris trichiura (5). Embora, esses pacientes fossem provenientes de
drea endémica para cisticercose, eles ndo apresentavam histéria prévia de contato com
portadores de 7. solium, teniase ou cisticercose. Os dados referentes ao sexo e idade ndo
foram acessiveis em 4 (10%) destes pacientes, que constituiram de 3 amostras de pacientes
infectados por E. granulosus (amostras provenientes do Laboratério Central de Porto Alegre)
e 1 amostra de pacientes infectados por E. vermicularis (amostra proveniente do Laboratério
de Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia). Entre os pacientes, em que foram

acessiveis os dados quanto ao sexo e idade, 58% (21/36) pertenciam ao sexo feminino e 42%



45

(15/36) ao sexo masculino. A média das idades foi de 27 anos (variando de 2 a 70 anos) e a
mediana foi de 25 anos.

O Grupo 3 constitui de 30 amostras de soro de individuos saudaveis, que em trés
exames parasitolégicos de fezes realizados pelos métodos de Baermann (1917) modificado
por Moraes (1948) e HPJ (HOFFMANN; PONS; JANER, 1934) foram negativos para
parasitos intestinais, negaram histdria anterior de teniase-cisticercose e foram negativos em
exames soroldgicos para cisticercose. Vinte pacientes (67%) pertenciam ao sexo feminino e
dez (33%) ao sexo masculino. Nesses individuos a média das idades foi de 26 anos (variando

de 5 a 60 anos) e a mediana foi de 24 anos.

3.7. TESTE ELISA DOS PEPTIDEOS CONTRA SORO HUMANO ESPECIFICO

Para realizacdo do teste ELISA com os clones selecionados, primeiramente as placas
foram sensibilizadas com 1x10" fagos diluidos em tampdo carbonato-bicarbonato, durante
18h a 4°C. Em seguida, as placas foram manualmente lavadas com auxilio de micropipeta
automdtica por seis vezes com PBS-T 0,05% e adicionado 300 ul de solucdo de bloqueio
PBS-TM, durante 1h a 37°C. Apés novas lavadas, foi colocado na placa 100 pl de soro, dos
pacientes do grupo 1, 2 e 3, diluido 1:200 em PBS-TM e incubados durante 1h a 37°C. As
placas foram novamente lavadas, e 100 ul do conjugado anti-IgG marcado com peroxidase
diluido 1:2000 em PBS-TM foi adicionado durante 1h a 37°C. Apds lavar as placas, a reacdo
foi revelada pela adicao de 100 pl de OPD adicionado H,0O,, durante 10 min. A reagdo foi
interrompida utilizando 25 pul de H,SO4 2N. A leitura da densidade 6ptica (DO) de cada fago
foi realizada em leitor de ELISA (Tp Reader, Thermoplate) no comprimento de onda de 492
nm.

Todos os clones foram testados em duplicata e para controle negativo foi testada a
reacdo do soro contra o fago Helper. O cut-off foi calculado da seguinte forma: [(média das
DOs do soro com fago Helper) + 3 x Desvio Padrao], em seguida foi determinado o indice de
Reatividade (IR) de cada fago utilizando a seguinte equacao: (média de DO de cada clone)

/cut-off. Foram considerados positivos aqueles soros com RI maior do que 1.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Diferencas entre a sensibilidade no diagnéstico da NC, e a freqii€ncia dos aminodcidos
de cada fagotopo foram calculadas pelo teste Binomial (Biostat 5.0). A andlise entre os grupos

1, 2 e 3 de cada clone foi feita com o teste T, ou seu teste ndo paramétrico correspondente
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Mann-Whitney, caso os dados ndo apresentassem distribuicdo gaussiana (GraphPad Prism
4.0). Os valores de probabilidade (P) menores do que 0,05 foram considerados como
significantes. Valores de sensibilidade, especificidade e eficiéncia diagnéstica (ED)

(BARBIERI et al., 1998) foram calculados para cada clone.

3.9. ANALISE DE DADOS POR BIOINFORMATICA

As andlises de DNA geradas pelo seqiienciamento foram analisadas utilizando
programas de bioinformatica disponiveis na rede mundial de computadores. A seqiiéncia de
aminodcidos foi traduzida através do programa DNA2PRO12
(https://relic.bio.anl.gov/dna2pro.aspx). A populacdo dos peptideos foi caracterizada quanto a
freqiiéncia de aminodcidos pelo programa AAFREQ (https://relic.bio.anl.gov/aafreqs.aspx), e
para calcular se havia diferenca significativa entre a freqiiéncia esperada e a freqiiéncia
observada de cada aminodcido utilizou-se o Teste Binomial entre duas propor¢des (BioEstat
5.0). Os motivos protéicos dos peptideos foram gerados pelo MOTIF2
(https://relic.bio.anl.gov/motif2.aspx), considerando-se um motivo conservado para peptideos
alinhados quando estes sdo longos o suficiente para gerar uma estrutura secunddria parcial.
Para identificacao de demais pareamentos dos peptideos selecionados foi utilizado o programa

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Para calcular a diversidade e a derivacdo padrdo

dos aminodcidos em cada posicio nos peptideos utilizou-se o programa DIVAA
(https://relic.bio.anl.gov/divaa.aspx).

Foram feitas procuras no “GENEBANK” através do programa Protein BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool -
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) para
similaridade dos peptideos isolados com proteinas de Taenia sp. ja depositadas.

Para encontrar um ponto maximo de similaridade entre toda a populacio de peptideo
selecionada e uma proteina de interesse encontrada no BLASTp por similaridade, utilizou-se

o programa MATCH (https://relic.bio.anl.gov/match.aspx)

3.10. NORMAS DE BIOSSEGURANCA

Todo o procedimento de colheita, manuseio do material bioldgico e dos reagentes, € a
utilizagcdo dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de biossegurancga de

Chaves-Borges; Mineo (1997).
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4. RESULTADOS

4.1. IMUNIZACAO DE AVES

Inicialmente, na selecdo bioldgica por imunoafinidade, foi necessdrio a geracdo de
anticorpos policlonais anti-proteinas totais de metacestodeos de 7. solium objetivando ndo s6
a selecdo dos peptideos randomicos expressos nas bibliotecas de Phage Display, mas
principalmente descobrir novos antigenos ocultos que pudessem ser reconhecidos pelo
sistema imune da galinha, um animal nao hospedeiro deste parasito. Todos os animais
imunizados desenvolveram anticorpos reativos ao extrato protéico em contraste com os
animais controle negativo. O titulos obtido no “pool” dos soros dos animais imunizados foi de

1:100.000 (Figura 6).
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Figura 6. Resultados da titulagdo dos anticorpos IgY dos soros das galinhas imunizadas (n =

4). O grafico representa a disposicdo dos valores do ELISA (OD 492 nm) em funcdo da

diluicao dos soros testados.
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4.2. PHAGE DIPLAY — EXPOSICAO DE BIOMOLECULAS EM FAGOS - E BIOPANNING -

SELECAO DE PEPTIDEOS

4.2.1. Purificaciao dos anticorpos

A purificagdo dos anticorpos foi eficiente, pois houve uma limpeza das amostras na
coluna de purificac@o apds a incubac@o do soro, mostrado pelo decréscimo da densidade 6tica

(OD) nas fracoes coletadas (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama de purifica¢do de IgY utilizando cromatografia liquida (HPLC). Primeiro
pico corresponde a entrada da amostra biolégica (soro) e lavagem dos componentes
inespecificos a coluna HiTrap IgY Purification HP (Amersham Biosciences); segundo pico

corresponde a eluicao da IgY purificada.

As amostras que apresentaram DOs semelhantes foram reunidas em um unico tubo, e

os rendimentos protéicos das fragdes (Lowry et al., 1951), podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Dosagem protéica dos anticorpos IgY purificados.

Soro das Galinhas (n) Quantificacao
“pool” pré-imunizacio (n = 4) 968 ng/ml
“pool” animais controles (n = 2) 3.690 pg/ml

“pool” animais imunizados (n = 2) 4.910 pg/ml
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As fragdes coletadas foram analisadas quanto ao perfil eletroforético (SDS PAGE
12%) demonstrando estar livre de impurezas que pudessem prejudicar o procedimento de
selecdo de peptideos recombinantes, como mostra a Figura 8. As bandas de IgY obtidas
contém as seguintes massas moleculares: ~ 180 kDa (IgY inteira); ~ 66kDa (cadeia pesada), a

cadeia leve de ~ 25 kDa nao foi detectada.
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Figura 8. Perfil eletroforético da IgY purificada a partir do soro obtido das aves durante a
imunizac¢do com antigeno salino total de metacestddeos de 7. solium. Da esquerda para direita
apresentam-se: PM = Padrio de peso molecular; Soro Animal = soro total obtido da sangria
dos animais p6s imunizagdo; IgY PI = IgY purificada do soro dos animais pré-imunizagao;
IgY AC = IgY purificada do soro do animal controle; IgY AI = IgY purificada do soro dos

animais imunizados.

4.2.2. ELISA para confirmar a especificidade da IgY

Foram testados as IgYs purificadas dos soros das galinhas pré-imunizacdo, das
imunizadas com proteinas totais de metacestédeos de T. solium e das galinhas controles. Foi
verificado que o anticorpo obtido na imunizacdo foi especifico ao antigeno utilizado. Os
valores de IR foram respectivamente, 0,6914, 0,7407 e 15,1358, para a IgY dos animais pré-

imunizagdo, controles e animais imunizados.
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4.3. BIOPANNING — SELECAO DE PEPTIDEOS

Para a selecdo dos peptideos complementares a imunoglobulinas IgY anti-proteinas
totais do metacestddeo de 7. solium, utilizou-se a biblioteca Ph.D.12 mer que apresenta
peptideos de 12 aminodcidos aleatérios ligados a PII do fago M13. Durante a selecdo, a
biblioteca de fagos foi incubada com as IgY purificadas e os fagos ligantes foram eluidos com
extrato total de metacestodeos de 7. solium. Uma pequena amostra deste eluato (10 pL) foi
titulada e o restante foi utilizado para reamplificacdo, realizadas em cultura de E. coli
(ER2537).

As titulacdes realizadas foram eficientes em todos os ciclos de selecdo de peptideos.
As colonias apresentaram colora¢do azulada, demonstrando a quebra do substrato X-Gal, e a
expressdao do gene da P-galactosidase dos fagos pelas bactérias ER27308 (Barbas, 2001),
como mostrado na Figura 9. A presenca de coldnias brancas indicaria a contaminacdo do

experimento com fagos de origem selvagem.

Figura 9. Placas resultantes da titulacdo. As colOnias azuis representam a infeccdo de

bactérias E.coli (ER2738) com fagos M 13 carregando o gene lacZ da B-galactosidase.

Contava-se o rendimento das placas que apresentavam aproximadamente 100 coldnias.
Os valores das titulagdes mostraram enriquecimento dos fagos especificos, que ficavam

retidos na placa, durante os processos de sele¢do (Tabela 2).
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Tabela 2: Titulos de particulas de fagos (pfu: unidades formadoras de placas) obtidos nos trés

ciclos de selecdo.

Ciclo Fagos adsorvidos  Eluato nao amplificado
Primeiro 4x 10" 2,1 x 10°
Segundo 4x10" 3,3x 10*
Terceiro 4x 10" 5,6 x 10°

4.4. SEQUENCIAMENTO DE DNA DOS BACTERIOFAGOS

A andlise eletroforética do gel de agarose 1,5% do DNA extraido dos fagos
selecionados mostrou a auséncia de degradacdo ou de contaminantes, tais como RNA

bacteriano (Figura 10).

Figura 10. Perfil eletroforético das amostras de DNA extraidas dos clones obtidos no
processo de selecdo. Pocos 1 — 7: amostras de DNA dos fagos selecionados escolhidas

aleatoriamente; M - marcador de peso molecular do fago M13, contendo 400ng.

As seqiiéncias de DNA obtidas foram analisadas pelo programa Sequence Analyser
(MegaBace, Amersham Biosciences). A tradugdo destas seqiiéncias de DNA em aminodcidos
foi realizada pelo programa DNA2PRO12 (RELIC Softwares), especifico para bibliotecas de
12 peptideos da “New England Biolabs”. Dos 46 clones selecionados, 30 apresentaram
seqiiéncias validas. Dessas 30 seqiiéncias, 26 foram diferentes entre si, sendo que as demais
apresentavam seqiiéncias repetidas. A Tabela 3 apresenta diversos parametros para a
indicacao do sucesso de selecdao de cada peptideo, conforme RODI; SOARES; MAKOWSKI
et al. (2002). Os seguintes parametros sao mostrados: freqii€ncia dos peptideos expressos nos
fagos selecionados; a amplificagdo dos peptideos decorrentes do processo de selecdo em
relacdo a freqiiéncia esperada (FE) dos peptideos na biblioteca original; o grau de informagao
de cada peptideo foi calculado utilizando o log neperiano da probabilidade de ocorréncia ao

acaso do fago na biblioteca, sendo que quanto maior o grau de informag¢ao, melhor o peptideo,
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z

selecdo efetiva maior, e mais raro ele € na biblioteca; o ndmero provavel de clones
independentes dentro da biblioteca (A).Observou-se, que houve um grande enriquecimento de
todos os peptideos selecionados em relagdo as suas freqii€ncias esperadas na biblioteca de

fagos, sugerindo que os fagos sdo especificos para NC.

4.5. TESTE ELISA DOS PEPTIDEOS CONTRA SORO HUMANO ESPECIFICO

Para determinar o potencial diagndstico dos peptideos, foi testada a habilidade deles
para reconhecer anticorpos presentes no soro especificos a metacestddeos de 7. solium. O
teste ELISA foi desenhado para capturar anticorpos das amostras de pacientes utilizando os
mimetopos como antigenos de fase sélida.

A reatividade foi primeiramente testada no grupo de amostras positivas para NC, e dos
26 peptideos quatro ndo apresentaram resultados satisfatorios (Cc7, Cc22, Cc23 e Cc24) e
foram excluidos na andlise dos soros dos pacientes com outras parasitoses e dos individuos
saudaveis. Todas as 110 amostras de soro foram testadas contra 22 clones.

Apo6s analisar as amostras do grupo 1, foi notada que as amostras com NC inativa
apresentaram alta freqiiéncia de positividade ao passo que as amostras com NC ativa foram
pouco reativas. Sensibilidade, especificidade e eficiéncia diagndstica (ED) de cada mimetopo
selecionado estdo apresentadas na Tabela 4.

Em relacdo ao grupo 2, nenhum dos peptideos testados reconheceram anticorpos
presentes na amostra de soro dos pacientes positivos para E. granulosus, e as reagdes cruzadas
mais freqiientes foram: H. nana, T. solium (teniases) e S. stercoralis (Tabela 5).

Em relacdo ao grande nimero de fagotopos obtidos, as andlises mais criteriosas foram
realizadas nos clones que apresentaram os melhores resultados em relagdo aos parametros
verificados acima. Desse modo, aqueles que apresentaram especificidade maior do que 85%
(Cc6, Cc8, Cc25, Cc27, Cc30, Cc45 e Cc48) foram selecionados para analise estatistica
(Figure 11) e para alguns teste de bioinformética. O clone Cc48 apresentou ser o melhor em
relacdo ao diagnéstico da NC, descriminando os pacientes ativos dos inativos e possuindo

uma menor reagdo cruzada em relagcdo aos fagos Cc6 e Cc8 (p = 0.0384).
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Tabela 3. Freqii€éncia observada e esperada, amplificacdo e grau de informacao dos clones de

peptideos selecionados por phage-display.

Freqiiéncia Probabilidade de
Amplificacao
Clone Observada Seqiiéncia Randomica I(m) A
(FO/FE)
(FO) (%) (FE)

Cel0  3/30 (10,0%) 74 x 1070 1,3x 10" 348 1,5x10°
Ce33 2/30(6,7%) 3,1x10™ 2,2x 10" 31,1 62x10°
Ccl2  2/30(6,7%) 53x 1077 1,3x 10" 329 11x10°

Ccl 1730 (3,3%) 8,1 x 1075 4,0 x 102 324  1,6x107

Cc6  1/30(3,3%) 50x 107" 6,5x 10" 4.1 1.0x10”
Cc7 1/30 (3,3%) 2.8x107"° 1.2x 10" 38,1 5,6x10°
Ce8 1730 (3,3%) 6,9 x 1077 48x 10" 372 14x107
Cc9 1730 (3,3%) 6,1 x 107 54 x 10'° 28.1 12x10°
Ccll  1/30(3,3%) 3,5x 10 9.5x 10" 31,0 7.0x10°
Ccl6  1/30 (3,3%) 34x 10" 9,5x 10° 264 6,9x10°
Ccl9  1/30 (3,3%) 4,0x 107'° 8,3x 10" 35,5 8,0x107
Cc22  1/30 (3,3%) 4.4 x 107" 7,6 x 10" 37,7 87x10%
Cc23  1/30 (3,3%) 3,4x 10" 9,7 x 10" 356 68x107
Cc24  1/30 (3,3%) 42x 10" 7.9x 10° 262 84x10°
Cc25  1/30 (3,3%) 1.4x 107" 2.4x 10" 36,5 2,8x 107
Cc27 1730 (3,3%) 43x 107 7,6 x 10" 30,8 8,7x10°
Cc30  1/30(3,3%) 2,0x 1077 1.6 x 105 384 40x10°
Cc31 1/30 (3,3%) 8,5x 10 3,9x 10" 30,1 1,7x10*
Cc32  1/30 (3,3%) 22x 101" 1,5x 10" 36,1 4,4x107
Cc35  1/30 (3,3%) 2.4x 107 1,4x 10" 36,0 4,7x 107
Cc37  1/30 (3,3%) 3,9x 102 8,5x10° 26,3 7.7x10°
Cc39  1/30 (3,3%) 22x 10" 1.5x 10" 384 44x10°
Ccd0  1/30 (3,3%) 4,0x 107" 8,2 x 10'° 424 8,0x107"°
Ccd4d  1/30 (3,3%) 32x 1018 1,0 x 10'¢ 40,3 63 x 107
Ccd5  1/30 (3,3%) 1,5x 1076 2.2 x 10" 36,5 2,9x 107
Cc48  1/30 (3,3%) 40x 10 8,2x 10" 30,8 8,1x107

FE = freqiiéncia esperada na biblioteca = Probabilidade de seqiiéncia randdmica; 1(m) = grau de informag@o = -In

(probabilidade de seqiiéncia randomica); A = ntmero provdvel de clones independentes na biblioteca =

complexidade x FE, onde: complexidade da biblioteca = ~ 2 x 10°.
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Tabela 4. Sensibilidade, Especificidade e Eficiéncia Diagndstica dos vinte e dois mimetopos

selecionados para o diagndstico de neurocisticercose.

Mimetopo Sen (%) Esp (%) ED (%)
NC At In NC At In
Ccl 60,0 16,7 95,5 75,7 70,0 63,6 80,4
Cc6 60,0 16,7 95,5 87,1 77,2 72,7 89,1
Cc8 67,5 27,8 100 85,7 79,1 73,9 89,1
Cce9 70,0 33,3 100 68,6 69,1 61,4 76,1
Ccl0 65,0 22,2 100 82,9 76,4 70,5 87,0
Cecll 65,0 22,2 100 77,1 72,7 65,9 82,6
Ccl2 62,5 22,2 95,5 78,6 72,7 67,0 82,6
Ccl6 65,0 22,2 100 75,7 71,8 64,8 81,5
Ccl9 67,5 27,8 100 77,1 73,6 67,0 82,6
Cc25 70,0 33,3 100 88,6 81,8 77,3 91,3
Cc27 65,0 27,8 95,5 914 81,8 78,4 92,4
Cc30 67,5 27,8 100 88,6 80,9 76,1 91,3
Cce31 72,5 38,9 100 71,4 71,8 64,8 78,3
Cc32 67,5 27,8 100 74,3 71,8 64,8 80,4
Cc33 67,5 27,8 100 80,0 75,5 69,3 84,8
Cc35 65,5 22,2 100 78,6 73,6 67,0 83,7
Cc37 62,5 16,7 100 78,6 72,7 65,9 83,7
Cc39 60,0 16,7 95,5 77,1 70,9 64,8 81,5
Cc40 57,5 16,7 90,9 77,1 70,0 64,8 80,4
Cc44 65,0 27,8 95,5 82,9 76,4 71,6 85,9
Cc45 65,0 22,2 100 90,0 76,4 76,1 92,4
Cc48 60,0 11,1 100 94,3 81,8 77,3 95,7

Sen = sensibilidade; Esp = especificidade; ED = efici€ncia diagndstica; NC = pacientes com

neurocisticercose (n = 40); At = subgrupo de pacientes com neurocisticercose ativa (n = 18);

In = subgrupo de pacientes com neurocisticercose inativa (n = 22).
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Tabela 5. Reatividade cruzada com outras parasitoses (grupo 2, n = 40) através da deteccdo de IgG no ELISA com os mimetopos selecionados.

Mimetopos

Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc Cc

Parasitos 1 6 8 9 10 11 12 16 19 25 27 30 31 32 33 35 37 39 40 44 45 48

Ancilostomideos (5) 2 1 2 3 1 0 1 0O 0 0 1 1 3 3 3 2 3 2 2 2 0 0
A. lumbricoides (5) 0 1 1 1 0 o o o0 o0 o0 o0 o0 3 1 2 1 2 1 O o0 0 0
E. vermicularis (5) 1 1 0 1 0 0 1 1 O o0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0O 0 O
S. stercoralis (5) 2 2 2 2 2 2 2 2 1 0 O 1 2 2 1 1 2 2 2 0 0 O
Taenia sp (5) 0 1 1 2 2 1 3 2 4 4 1 1 4 2 2 2 1 1 2 2 2 1

T. trichiura (5) 0 O 0 1 0 1 1 1 o o0 o0 o o o o0 o0 o 1 0 1 1 0
H. nana (4) 0 1 1 3 1 32 3 2 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1

S. mansoni (3) I 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 O 1 0 1 0 1 0 0

E. granulosus (3) 0 O 0 0 0 o o o o0 o o0 o0 o0 o0 o0 o0 o0 o o o0 o0 o0

Total (40) 6 7 7T 14 7 g8 11 10 8 6 4 5 15 12 10 7 10 10 8 7 4 2
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Figura 11. Deteccdo de anticorpos IgG no soro de pacientes com neurocisticercose ativa (NC Ac, n = 18) e inativa (NC In, n = 22), outras

parasitoses (OP, n = 40) e individuos saudaveis (IS, n = 30) no teste ELISA. IR = indice de reatividade; Linha horizontal = cut-off; p(%) =

positividade em porcentagem. * p < 0.05, *** p < (0.0001.
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Analisando o perfil de cada mimetopo na detec¢do de anticorpos IgG no soro é
possivel visualizar que o indice de reatividade é crescente partindo da fase ativa em direcdo a
fase inativa, passando pela fase mista (Figura 12). Apesar de ndo ser possivel fazer uma
relacdo de tempo de infeccao e deteccao de anticorpo, pode-se observar que em geral o IR dos
mimetopos vai aumentando de acordo com a progressdo da clinica da doenca. Assim os

menores valores de reatividade estdo entre os pacientes com neurocisticercose ativa.
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Figura 12. Comparacdo na deteccdo de anticorpo IgG no soro de pacientes com

neurocisticercose ativa (n 18) e inativa (n 22). Dados apresentadores em valores

crescentes de indice de reatividade (IR) (.. a seqiiéncia de valores ndo tem correspondéncia

entre os clones).



59

4.6. ANALISE DE DADOS POR BIOINFORMATICA

A traducdo das seqiiéncias de DNA foi realizada pelo programa DNA2PROI12, e o
calculo da freqiiéncia total de cada aminoacido e em cada posi¢do dos peptideos seqiienciados
pelo programa AAFREQ. O fato das bibliotecas serem de peptideos randomicos permite que
varios clones possam compartilhar os mesmos motivos, mas com residuos em posicdes
diferentes do peptideo, fazendo com que certos aminodcidos sejam mais freqiientes apds a
selecdo e seqiienciamento. Logo, a alta freqiiéncia desses aminodcidos, nas referidas posi¢oes
do peptideo recombinante, pode indicar um provédvel motivo ndo apresentado nos clones
selecionados, mas descoberto pela combinacdo de vérias seqiiéncias. A Tabela 6 mostra quais

os aminoacidos mais freqiiente e qual o aminodcido mais selecionado por posi¢ao (consenso).

Tabela 6. Freqii€éncia dos aminodcidos dos peptideos por posicao (AAFREQ).

AA* #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9  #10 #11 #12 Total Freqiiéncia
A 2 0O 0 O 2 1 0 O 1 2 0 0 8 2,56%
C 0 o o o o0 o0 0 O 0 0 0 0 0 0,00%
D 2 2 0 2 1 2 1 0 0 1 0 1 12 3,85%
E 0 1 0 2 0 1 0 1 1 0 1 0 7 2,24%
F 1 2 2 1 2 0 3 0 2 1 2 2 18 5,77%
G 4 0 o0 1 0 1 0 O 0 0 2 2 10 3,21%
H 1 4 0 O 2 2 1 1 2 0 2 2 17 5,45%
I 0 2 1 3 1 0o 2 0 0 0 0 1 10 3,21%
K 2 0o 2 0 O 1 0 O 0 1 2 1 9 2,88%
L 4 2 3 1 5 1 3 3 2 2 4 2 32 10,26%
M 0 1 0 2 0 I 1 1 2 1 1 0 10 3,21%
N 0 0 3 3 0 1 1 2 2 2 1 1 16 5,13%
P 0 6 5 5 2 2 4 4 3 5 4 7 47 15,06%
Q 0 0o 1 1 0o 0 1 1 2 0 1 1 8 2,56%
R 0 0 3 0 1 32 2 3 2 0 3 19 6,09%
S 4 2 2 2 5 6 6 3 3 3 1 0 37 11,86%
T 3 2 2 1 3 1 0 2 0 3 2 2 21 6,73%
\Y% 1 2 0 1 1 1 0 3 1 1 1 1 13 4,17%
\% 0 o 1 O 1 1 0 1 1 0 0 0 5 1,60%
Y 2 o 1 1 0 1 1 2 1 2 2 0 13 4,17%

Consenso  G/L/S

av]
av]
g

LS S S P PRS P LP P

*AA = aminodcidos; # indica a posicdo do aminodcido dentro do peptideo apresentado no fago, que contém doze

aminodacidos.
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A comparagdo entre a freqiiéncia dos vinte aminodcidos presentes nos peptideos ligantes e
a freqiiéncia esperada dos aminoacidos na biblioteca original estd apresentada na Tabela 7.
Pode ser observado que, houve uma selecdo eficiente, pelo fato dos aminoacidos Alanina,
Cisteina, Glicina, Glutamina, Arginina, Valina e Tripitofano terem a freqiiéncia observada
significativamente menor que a freqiiéncia esperada, sendo selecionados negativamente. Os

aminodcidos Fenilalanina, Histidina, Asparagina e Prolina foram selecionados positivamente.

Tabela 7. Freqiiéncia dos aminodcidos individuais dos peptideos expressos nos fagos
selecionados pelas IgG e a freqiiéncia esperada dos aminodcidos na constru¢do da biblioteca

realizado pelo AAFREQ.

Freqiiéncia
Aminoacidos Observada p
Esperada*
(n+/n total)
A (Alanina) Ala 6,2% 2,6% (8/312) < 0.0001
C (Cisteina) Cis 3,1% 0,00% (0/312) < 0.0001
D (Aspartato) Asp 3,1% 3,9% (12/312) 0.1652
E (Glutamato) Glu 3,1% 2.2% (7/312) 0.1051
F (Fenilalanina) Fen 3,1% 5,8% (18/312) 0.0017
G (Glicina) Gly 6,2% 3,2% (10/312) 0.0008
H (Histidina) His 3,1% 5,5% (17/312) 0.0041
I (Isoleucina) Ile 3,1% 3,2% (10/312) 0.4491
K (Lisina) Lys 3,1% 2,9% (9/312) 0.3966
L (Leucina) Leu 9,4% 10,3% (32/312) 0.2497
M (Metionina) Met 3,1% 3,2% (10/312) 0.4491
N (Asparagina) Asn 3,1% 5,1% (16/312) 0.0121
P (Prolina) Pro 6,2% 15,1% (47/312) < 0.0001
Q (Glutamina) Gln 6,2% 2,6% (8/312) < 0.0001
R (Arginina) Arg 9,4% 6,1% (19/312) 0.0029
S (Serina) Ser 9,4% 11,9% (37/312) 0.0350
T (Treonina) Thr 6,2% 6,7% (21/312) 0.3245
V (Valina) Val 6,2% 4,2% (13/312) 0.0220
W (Triptofano) Trp 3,1% 1,6% (5/312) 0.0134
Y (Tirosina) Tyr 3,1% 4,2% (13/312) 0.0948

* Freqiiéncia esperada = n°. de cédons para aquele aminodcido + 32 cédons x 100%.
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A Figura 13 gerada pelo programa DIVAA, que calcula a diversidade de aminoédcidos em
cada uma das 12 posi¢des dos peptideos, mostrando as posi¢cdes onde ocorreu a maior
diversidade de aminoacidos e onde houve menor diversidade de aminoécidos. Observa-se que
as posi¢des de maior diversidade de aminodcidos sdo a 4, 6, 9 e 11, e as posi¢cdes de menor
diversidade sdo a 2, 5, 7, 10 e 12. Combinando os dados do resultado da freqii€éncia de
aminodcidos com os de diversidade pode-se observar que as posi¢des de menor variabilidade
de aminodcido (2, 5, 7, 10 e 12) foram as que apresentam maior freqiiéncia de Leucina,

Prolina ou Serina.
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Figura 13. Diversidade de sucessiao dos aminodcidos em cada posi¢cao nos peptideos.

Foi feita a busca por seqiiéncias consenso (motivos) de 3 aminodcidos através do programa

MOTIF2. Na Tabela 8 estdo apresentados os 130 motivos encontrados.



Tabela 8. Seqiiéncias consenso encontradas (n = 130) entre os peptideos selecionados.

Seqiiéncias consenso Peptideos alinhados
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O pareamento dos peptideos selecionados foi realizado utilizando programa
CLUSTAL W, e ndo gerou motivos entre eles.

Nao foram encontradas homologias completas nas investigagdes realizadas nas
seqiiéncias de proteinas de espécies de tenideos do GeneBank pelo BLASTp com o banco de
dados BLAST. Os peptideos apresentaram similaridade com algumas proteinas de diversas
espécies de tenideos, porém foram selecionadas aquelas relacionadas as espécies T. solium e
T. saginata, devido a proximidade dessas espécies com o homem, uma vez que ambas causam
teniase e a primeira também provoca NC, e pelo fato de essas serem as principais espécies de
tenideos encontradas no Brasil. A Tabela 9 apresenta as principais proteinas, com Score maior
do que 15, encontradas na pesquisa pelo BLAST com alinhamento aos sete melhores
peptideos selecionados.

Para andlise da regido de similaridade mdxima das proteinas associadas aos tenideos com
os clones selecionados, foi utilizado o programa MATCH. A Tabela 10 apresenta as regides de
similaridade com as principais proteinas que apresentaram regidoes similares com mais de um

clone.
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Tabela 9. Alinhamento das seqiiéncias protéicas dos peptideos selecionados com proteinas

armazenadas no banco de dados do GeneBank pelo BLAST.

Peptideo Proteinas do BLAST N°. de Acesso
Cc6 1) Ts3 protein [T. solium] 1) ABY56687
2) 17H protein [T. solium] 2) CAD61333
Cc8 1) NADH dehydrogenase subunit 5 [7. saginata) 1) YP_001527645
2) TGTP1 [T. solium] 2) AAB05911
3) putative mitotic checkpoint protein [7. solium] 3) CAD21526
4) hypothetical protein [7. solium] 4) CAD21543
5) NADH dehydrogenase subunit 5 [7. solium] 5) NP_659224
Cc25 1) c-jun [T. solium] 1) AAS88553
Cc27 1) paramyosin [7. solium] 1) AAT94289
2) oncosphere protein Tso31d [T. solium] 2) ABHO07376
3) oncosphere protein Tso31a [7. solium] 3) AAWS88556
4) peptidylprolyl isomerase [7. solium] 4) AAT99423
5) activated oncosphere TSO45-5B [T. solium] 5) AAK31945
6) TSO45-B1 [T. solium] 6) AAMS88220
7) activated oncosphere TSO45-5A [T. solium)] 7) AAK31943
8) TSO45-B8 [T. solium] 8) AAM8822
9) TSO45-A4 [T. solium] 9) AAMS88224
10) TSO45-A1 [T. solium] 10) AAMS88216
11) TSO45-B11 [T. solium] 11) AAM88222
12) hypothetical protein [7. solium] 12) CAD21543
13) cytochrome ¢ oxidase subunit 1 [7. solium] 13) BAE53694
14) low molecular weight antigen 2 [7. solium]| 14) BAE96722
15) 8 kDa diagnostic antigen TsRS1 [7. solium] 15) AAMO00210
Cc30 1) c-fos [T. solium] 1) AAS88555
2) ATPase subunit 6 [T. saginata) 2) BAC98841
3) NADH dehydrogenase subunit 2 [7. saginata] 3) YP_001527639
4) NADH dehydrogenase subunit 2 [7. solium] 4) NP_659230
5) hypothetical protein [7. solium] 5) CAD21543
Cc45 1) filamin [7. solium] 1) CAK96164.1
2) paramyosin [7. solium] 2) AAT94289
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Cc48

1) putative nucleoside triphosphate kinase [7. solium]

2) Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha
[T. solium]

3) hypothetical protein [7. solium]

4) paramyosin [7. solium]

1) CAD21552.1
2) QGRWA9

3) CAD21543
4) AAT94289
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Tabela 10. Fagos que apresentaram maxima similaridade com as proteinas encontradas no

banco de dados do programa BLAST, através do programa MATCH, apresentando a posicao do

aminodcido com maxima similaridade entre os peptideos selecionados e as proteinas.

Peptideos com maxima Posicao de
Proteina similaridade com a maxima
proteina similaridade

NADH dehydrogenase subunit 5 [7. solium] Cc24; Cc40 478
c-fos [T. solium] Cc22; Cc39; Cc40 245

hypothetical protein [7. solium] Ccl; Cc23; Cc39 22
cytochrome ¢ oxidase subunit 1 [7. solium] Cc22; Cc24 63
paramyosin [7. solium) Cc27 312

NADH dehydrogenase subunit 2 [7. solium] Ccl9 8
Ts3 protein [T. solium] Cc6; Cc22 108

17H protein [T. solium] Cc6; Cc40 90
cytochrome ¢ oxidase subunit I [7. saginata Cc24; cc24; Cc30; Cc48 220
NADH dehydrogenase subunit 5 [7. saginata] Cc10; Cc24; Cc40 479
TGTP1 [T. solium] Cc30; cc39 321
putative mitotic checkpoint protein [7. solium] Cc8; Cc23; Cc48 101
activated oncosphere TSO45-5B [T. solium] Ccl19; Cc27; Cc44 127
TSO45-B1 [T. solium] Ccl19; Cc27; Cc44 127
TSO45-B8 [T. solium] Ccl19; Cc27; Ccd4 127
TSO45-B11 [T. solium] Ccl19; Cc27; Ccd4 127
activated oncosphere TSO45-5A [T. solium]| Ccl19; Cc27; Cc44 228
TSO45-Al [T. solium] Ccl19; Cc27; Cc44 228
TSO45-A4 [T. solium] Cc24; Cc33 37
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit Cc48 142

alpha [T. solium]

filamin [7. solium] Cc7; Cc45 510
oncosphere protein Tso31d [T. solium] Cc27 111
oncosphere protein Tso31a [T. solium] Cc24; Cc27 111

peptidylprolyl isomerase [7. solium]|
low molecular weight antigen 2 [T. solium]

8 kDa diagnostic antigen TsRS1 [T. solium]

Sem similaridade
Sem similaridade

Sem similaridade
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ATPase subunit 6 [T. saginata] Cc35 107
NADH dehydrogenase subunit 2 [T. saginata] Cc8 241
monoclonal antibody HP6 [T. saginata] Cc7; Cc33 46
putative nucleoside triphosphate kinase [7. Cc39; Cc48 80
solium]
Cc25; Cc45 381

c-jun [T. solium]
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5. DISCUSSAO

Em busca de testar o potencial diagnéstixo dos fagotopos selecionados no biopanning
utilizando IgY purificada do soro hiperimune anti-matacestodeo 7. solium, os mimetopos
usados no ELISA contra um painel de amostras de soro e a aplicacdo da biblioteca de fagos
proveu reagentes uteis no diagndstico diferencial das fases da NC. A melhora no diagndstico
da NC € necessaria e desejada, sendo verdadeiramente importante desde que a NC se encontra
entre as infecgdes parasitirias mais graves € vem expandindo mundialmente a cada ano
(PAWLOWSKI, 2006). Apesar dos testes imunoldgicos contribuirem para o diagnéstico da
NC, sabe-se que eles nao podem substituir a neuroimagem no manejo clinico (DORNY et al.,
2003).

Os resultados obtidos indicam que os mimetopos selecionados podem distinguir NC
ativa da forma inativa. Os fagotopos foram capazes de detectar significantemente os pacientes
com NC inativa. A classificacdo da NC em formas ativa e inativa baseia-se na associacdo da
resposta imunoldgica e dos estudos de neuroimagem. Na forma ativa existem cisticercos no
estdgio vesicular ou em degeneracdo circundado por uma intensa reagdo inflamatéria no
tecido cerebral adjacente, ao passo que na forma inativa os pacientes apresentam lesdes
calcificadas e minima resposta imunolégica (SOTELO et al., 1985; SALGADO et al., 1997,
CASTILHO, 2004).

Na literatura ha relatos de que pacientes com NC ativa sdo mais reativos. O antigeno
CyDA, denominado antigeno diagndstico da cisticercose, € uma proteina do metacestédeo de
T. solium que mostrou potencial na diferenciacdo sorolégica da NC ativa de NC inativa e de
outras infec¢des parasitidrias (CHUNG et al., 1999). Molinari et al. (2002) demonstrou que
antigenos excretdrios/secretérios de 7. solium tém forte capacidade na em discriminar as
formas ativa e inativa da NC, sendo que casos com tnico metacestodeo vidvel teve o maior
valor de DO no ELISA, valores intermedidrios de DO positiva relacionavam-se com pacientes
com metacestddeo vidvel mais lesdes transicionais, € os valores mais baixos correspondiam a
casos com cisticercos vidveis e lesdes calcificados, em contrate, os valores negativos foram
detectado em todos os casos com cisticercos calcificados. No estudo de Barcelos et al. (2005)
utilizando extrato antigénicos de 7. crassiceps, pacientes com NC ativa tinham os niveis mais
altos de IgG especifica tanto em amostras de soro quanto em LCR, possivelmente pelo fato da
resposta imunoldgica ser maximizada quando os parasito estio na fase degenerativa.
Empregando o método imunodiagnéstico Western Blot e usando extrato bruto de

metacestddeo de 7. solium, a distincdo entre pacientes com NC ativa e inativa revelou



76

sensibilidade de 80% - 100% no LCR dos casos de NC ativa e de 0 - 30% nos pacientes
inativos, com especificidade de 100% em ambas as formas de NC (BARCELOS et al., 2007).

Na tentativa de encontrar uma explicag¢do plausivel para o maior reconhecimento dos
casos de NC inativa neste estudo, algumas hipéteses foram levantadas. Uma delas refere-se a
diferenga no perfil imunoldgico de cada fase. Os cisticercos vidveis causam infec¢ao
assintomdtica através de evasao e supressdao da imunidade, ao contrario, a inflamacao ao redor
de cisticercos em degeneracdo pode elicitar a doenca sintomética (WHITE JR; ROBINSON;
KUHN, 1997; BARCELOS et al., 2007; SCIUTTO et al., 2007), o que explica a positividade
encontrada nos pacientes com NC ativa, uma vez que aqueles positivos apresentavam
cisticercos em degeneracdo. Apesar de os pacientes com NC assintomatica, devido as lesdes
calcificadas, poderem refletir infeccdes resolvidas hd meses ou até anos, e isso pode estar
associado a um decréscimo progressivo dos niveis de anticorpos (CHAVARRIA et al., 2003),
estudos demonstraram que a avidez dos anticorpos aumenta com o tempo apds o desafio
antigénico (DZIEMIAN et al., 2008). Assim, é possivel que os pacientes com NC inativa
apresentem baixo niveis de anticorpos, porém os anticorpos residuais presentes seriam mais
avidos ao antigeno do que aqueles presentes no soro de pacientes com NC ativa.

O tipo de imunizagdo utilizada, com o emprego de galinhas, pode oferecer vdrias
vantagens: 1) galinhas produzem maior quantidade de anticorpos do que outros animais
podem produzir durante o mesmo periodo, e 2) o cuidado animal custa menos. Porém, como
essa foi a primeira vez que galinhas foram imunizadas com extrato salino de metacestédeos
de T. solium, o perfil de mimetopos gerados com a utilizacdo da IgY detectaram
predominantemente os casos de NC inativa. Devido a distincia evoluciondria entre a galinha e
o cisticerco, as galinhas reagem contra mais epitopos do que os anticorpos dos seres humanos,
que estdo relacionados evolucionariamente a 7. solium, o que prové uma amplificacdo do
sinal (CARLANDER; STALBERG; LARSSON, 1998). E devido 2 sua complexidade, é
esperado que o metacestodeo expresse diversos perfis de antigenos (YAKOLEFF-
GREENHOUSE et al., 1982), entretanto, os animais podem ter respondido a epitopos
relacionados mais ao perfil calcificado do que ao da NC ativa. E ndo se pode deixar de
considerar que a formacao da diversidade génica € diferente nos humanos e nas galinhas. Nos
humanos, os segmentos génicos funcionais V, D e J existem em largos clusters e a
recombinacdo gera diversidade combinatorial através de sorteios aleatérios de segmentos
individuais de V, D, e J, além da hipermutagdo somética e recombinagdo no switch de classe
de Ig. Nas galinhas, onde somente segmentos funcionais unicos de V e J estao presentes, a

diversidade € introduzida pela conversdao génica usando os pseudogenes em combinagdo com
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hipermutacdo somdtica (HONJO; KINOSHITA; MURAMATSU, 2002; ARAKAWA;
BUERSTEDDE, 2004).

Outro fator a ser considerado € o adjuvante utilizado na imunizagdo, o adjuvante de
Freund. Apesar de o adjuvante auxiliar na producdo de altos titulos de anticorpos com alta
afinidade e avidez, o componente micobacteriano tende a produzir um tipo de
hipersensibilidade tardia e deslocar a resposta imunolédgica para o perfil Thl (STILLS JR,
2005). Adicionalmente, as células mononucleares do sangue periférico de pacientes com NC
ativa produziram IL-4, IL-12 e TNF-alfa, enquanto que pacientes com NC inativa produziram
IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-alfa (BUENO et al., 2001b; BUENO et al., 2004). Também ocorre
diferengas significativas nos perfis imunoldgicos de individuos que vivem em regides nao
endémicas com aqueles de comunidades rurais altamente endémicas, que tém niveis mais
elevados de proliferacao de linfécitos antigeno-especificos e de IgG, e um perfil de citocinas
misto entre TH1/TH2 caracterizado pela produgdo de IL10 e de TNFoa (SCIUTTO et al.,
2007).

Em relacdo a reatividade cruzada do teste ELISA com os mimetopos selecionados, o
grupo de pacientes com outras parasitoses € representativo da populagdo geral,
particularmente em paises em desenvolvimento. Entre as reacOes cruzadas ocorridas, a com
H. nana, que ja foi evidenciada, esta relacionada a proximidade filogenética entre Taenia sp. e
Hymenolepis sp., e a presenca de componentes antigénicos comuns entre estas espécies
(MONTENEGRO et al, 1994; SHIGUEKAWA et al.,, 2000). A reatividade com soro de
pacientes com infec¢do por S. stercoralis pode estar relacionada a infec¢ao dos individuos por
ambos parasitos e a presenca de anticorpos residuais, pois a cidade de Uberlandia esta
localizada em uma regido endémica para cisticercose humana (SILVEIRA-LACERDA et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2006), e hiperendémica para S. stercoralis (MACHADOQO; COSTA-
CRUZ, 1998). A reatividade cruzada com S. mansoni pode ser explicada pela presenca de
epitopos antigénicos compartilhados entre as espécies, pois existe homologia entre a
seqiiencia de aminodcidos da paramiosina de S. mansoni e o antigeno B de T. solium
(LACLETTE et al., 1991; ISHIDA et al., 2003).

A falta de reatividade cruzada com soros positivos para E. granulosus no presente
teste, ¢ um progresso em relacdo a maioria dos outros antigenos atualmente utilizados no
diagndstico da NC, que apresentam reatividade com tal parasito, devido a presenca de
componentes antigénicos comuns, pois essas espécies pertencem a mesma familia taxondmica

(Taeniidae) (ISHIDA et al., 2006; MACHADO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007).
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Entre os melhores fagotopos, a sensibilidade variou entre 95,5% a 100% para NC
inativa e 11,1% a 27,8% em relagdao a NC ativa. Em respeito a especificidade, os valores do
ELISA variaram entre 85,7% a 94,3%, sendo esses valores similares ou até mesmo melhores
do que aqueles postados por outros autores utilizando extratos totais de metacestédeos, nos
quais a especificidade esteve entre 80% e 98,6% (SHIGUEKAWA et al., 2000; BUENO et
al., 2001b; PERALTA et al., 2002; BUENO et al., 2005; FERRER et al., 2005; HANCOCK
et al., 2006; SILVA et al., 2006; MACHADO et al., 2007).

A freqiiéncia de cada aminodcido dos clones seqiienciados, apresentada pelo programa
AAFREQ, revelou que os aminodcidos mais freqiientes foram L, P e S. O fato das bibliotecas
serem de peptideos randdomicos permite que varios clones possam compartilhar os mesmos
motivos, mas com residuos em posi¢des diferentes, fazendo com que certos aminodcidos
sejam mais freqlientes apds a selecdo. A alta freqii€ncia desses aminodcidos, nas referidas
posicdes do peptideo recombinante, pode indicar um provdvel motivo ndo apresentado nos
clones selecionados, mas descoberto pela combinacdo de varias seqiiéncias.

O resultado dos alinhamentos demonstrou que os peptideos selecionados apresentam
similaridades com proteinas relacionadas a 7. solium e T. saginata previamente depositadas
em banco de dados. Em relacdo aqueles fagos com os melhores resultados no ELISA para
deteccao de IgG especificas para metacestédeos de 7. solium, o fago Cc6 foi similar as
proteinas Ts3 e 17H; o Cc8 a proteina putative mitotic checkpoint e a NADH desidrogenase
subunidade 2; Cc25 foi similar a c-jun; Cc 27 correlacionou-se as proteinas da familia TSO45
e Tso31, e a paramiosina; Cc30 a TGTPI1; Cc45 a filamina e c-jun; Cc48 teve méaxima
similaridade com citocromo ¢ oxidase subunidade I, proteina putative mitotic checkpoint,
ATPase transportadora de Sédio/Potassio subunidade alfa e putative quinase de nucleosideo
trifosfato. Essas proteinas apresentam diversas funcoes.

A proteina 17H € descrita como uma proteina ligante de lipidio como Sec-14 de
Taenia e pode ter um importante papel no trdfico de membrana, sugerindo estar envolvida na
interagdo com o organismo hospedeiro (MONTERO et al., 2007). A mitocOndria contém seu
proprio DNA mitocondrial (mtDNA), com genes para RNAs ribossomal (rRNA), RNAs
transportador (tRNA), e proteinas envolvidas na fosforilacio oxidativa como adenosina
trifosfato subunidades 6 e 8, citocromo b, citocromo ¢ oxidade subunidade 1-3 (Cox1-3) e
NADH desidrogenase subunidades 1-6 e 4L. (ND1-6 e 4L). O mtDNA de T. solium possui 36
genes para 12 proteinas, 2 rRNAs e 22 tRNAs. Entre as proteinas codificadas pelo mtDNA de
T. solium estaio a NADH desidrogenase subunidades 2 e a citocromo ¢ oxidase subunidade I

(NAKAO; SAKO; ITO, 2003).
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O gene c-jun, juntamente com c-fos, estd relacionado com a proliferacdo celular e
diferenciacdo em 7. solium (MORALES-MONTOR et al., 2004). Em estudo de Gauci;
Lightowlers (2001) os genes TSO45 de T. solium apresentarem similaridade com genes
codificantes de antigenos protetores para o hospedeiro de Taenia ovis e T. saginata, indicando
que as proteinas codificadas de 7. solium sdo possivelmente antigénicas com potencial uso
como vacina nos hospedeiros intermedidrios deste parasito. A proteina recombinante de
oncosfera de 7. solium TSOL45-1A induziu mais de 97% de protecdo em ensaios de
vacinagdo em suinos desafiados com ovos desse parasito (KYNGDON et al., 2006).

A paramiosina, também conhecida com antigeno B, foi identificada com um antigeno
candidato a vacina de helmintos, e é expressa especificamente no estdgio de metacestddeo em
T. solium (GUO et al., 2007), sendo uma proteina muscular com importante papel na
sobrevivéncia do parasito, inibindo a fracdo 1 do complemento (VARGAS-PARADA;
LACLETE, 2003). Rodriguez-Contreras et al. (1998) isolou e caracterizou dois
transportadores de difusdo facilitada de glucose (TGTP1 e TGTP2) de T. solium, sendo
TGTP1 abundante no tegumento do parasito adulto e do cisticerco. Recentes estudos
demonstraram que filaminas nao sdo apenas ligantes mecanicos de filamentos de actina, mas
também sdo conectores para diversas proteinas com funcao de transducao e traducdo de sinal.
A filamina de S. mansoni € um antigeno interno e associado ao tegumento do parasito, com
alto potencial para ser utilizado como vacina (MOHAMED et al., 2008).

A ATPase familia tipo-P sdo enzimas membrana associadas responsaveis pelo
estabelecimento e manutencdo intracelular de concentracdo ions, usando ATP (adenina
trifosfato) com for¢ca de direcionamento. ATPases transportadora de Sddio/Potdssio
pertencem a esta familia e carregam ativamente o transporte de 3Na+ (fora) e 2K+ (dentro)
através da membrana, gerando gradientes quimicos e elétricos, requeridos para manter o
potencial de descanso celular, capacidade de excitagdo dos midcitos e neurdnios e, em alguns
casos, para importacdo de nutrientes como glucose e aminodcidos para dentro das células. Em
T. solium, atividade de ATPase foi encontrada na superficie do cisticerco, podendo estar
relacionada a protecdo do parasito contra respostas mediadas pelo complemento (WILLMS et
al., 2004). Analisando as proteinas as quais os peptideos foram similares, muitas tem
potencialidade de alguma forma interferir na viabilidade do cisticerco, apontando uma
potencial utilizacdo dos peptideos em ensaios de vacinacdo. E devido o fato dos peptideos
terem reconhecidos soros com NC inativa, a utilizagdo deles como vacinas pode acelerar o

processo de calcificagdo do metacestédeo, diminuindo os danos ao hospedeiro.
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Epitopos podem ser classificados como conformacionais (seqiiéncias descontinuas) ou
nao conformacionais (seqii€éncias lineares). Epitopos lineares sdo curtos estiramentos da
estrutura da proteina primdria, composta de residuos continuos de aminodcidos da seqiiéncia
primadria. Epitopos conformacionais consistem em muitos residuos de aminodcidos, discretos
na seqiiéncia priméria, que montam determinantes antigénicos na forma da estrutura tercidria
das proteinas (Barlow; Edwards; Thornton, 1986), justificando o fato de que provéveis
motivos ndo tenham sido encontrados na seqiiéncia linear da proteina do capsideo.

Em consideracdo a todos os dados apresentados, os resultados sugerem que os
fagotopos sdo ferramentas tteis no diagndstico de diferenciacdo de fases da NC. A distingdo
entre NC ativa e inativa é importante, principalmente tratando-se da escolha de tratamento dos
pacientes, porque € consenso que o tratamento da NC deve ser individualizado em relacdo a
quantidade e localizacdo das lesdes, e ao estidgio evolutivo do parasito, além disso, o teste
também pode ser utilizado no acompanhamento do curso da infeccdo (WHITE JR, 2002;
GARCIA et al.,, 2002; DORNY et al., 2003). Dessa forma, a utilizacdo de um teste
imunodiagnéstico para acompanhamento da evolucdo da doenca e verificacdo do sucesso do
tratamento, que levam a calcificacdo dos metacestédeos, torna-se de grande validade. Pois
atualmente essas verificagdes sao usualmente realizadas com emprego dos métodos de NI, TC
e RM, no entanto esses exames S0 caros e inacessiveis na maioria das areas onde a NC é
endémica. A utilizagdo dos fagotopos selecionados no ELISA para distin¢do das fases da NC
¢ um teste diagndstico economicamente vidvel em relacdo aos métodos de NI, apesar da
tecnologia de alto custo, apds a selecdo e seqiienciamento dos fagos, eles podem ser
armazenados, sendo necessdrio apenas sua amplificacdo para crescimento dos clones que
serdo utilizados no imunodiagndstico, mas para tanto 0s equipamentos necessarios sao
pernamentes em um laboratério, como centrifugas, capela de fluxo laminar.

Esse estudo foi o primeiro a utilizar a imunizacdo de galinhas com extrato salino de
metacestodeo de T. solium, provando ser uma boa alternativa na producdo de anticorpos
especificos em curto espaco de tempo. Os clones Cc6, Cc8, Cc25, Cc27, Cc30, Cc45 e Cc48
sdo potenciais candidatos como marcadores de fase inativa de NC, podendo auxiliar no
diagnéstico das formas de NC, principalmente nas areas onde os estudos de neuroimagem nao
estdo disponiveis e em estudos epidemioldgicos, nos quais seria invidvel a utilizacdo dos
métodos de NI devido o custo e tempo. Porém sdo necessdrios mais testes com um nimero
maior de amostras de soro para verificar qual destes clones apresenta o melhor marcador de
fase inativa de NC, e posteriormente aplicd-lo no desenvolvimento de um método de

diagndstico rapido e testd-lo em ensaios de protegdo.



81

6. CONCLUSOES

¢ Foi possivel desenvolver resposta imunoldgica em galinhas através da imunizacao
destas com o extrato total de metacestédeos de 7. solium, modelo animal utilizado pela
primeira vez na neurocisticercose. A producdo destes anticorpos policlonais IgY foi eficiente
por produzir altos titulos de anticorpos, conferindo a especificidade necessdria para os
experimentos de biopanning (selecdo bioldgica).

e 26 peptideos foram selecionados por phage-display e biopanning utilizando
anticorpos IgY anti-metacestédeo de T. solium, sendo estas técnicas uteis para selecdo de
provdveis epitopos miméticos imunorreativos de metacestodeos de 7. solium complementares
as IgYs especificas.

e Dentre os 26 clones de fagos selecionados sete apresentaram os melhores
resultados no método imunoenzimético ELISA, com potencial antigénico na detec¢do de
anticorpo IgG para o diagnéstico soroldgico de fase inativa de NC e, pela caracteristica de
possivel diferenciacdo de fases da doenga, também demonstraram ter potencialidade no
acompanhamento da evolu¢cdo da doenca podendo ser empregado como uma ferramenta de
prognéstico da NC. Desta forma estes clones apresentam-se estruturalmente semelhantes aos
epitopos nativos de metacestodeo de T. solium.

® A andlise de bioinformética revelou que os peptideos selecionados apresentaram-
se determinado nivel de similaridade com proteinas de Taenia sp. depositadas no BLAST,
demonstrando que a selecdo de peptideos reativos contra anticorpos IgY anti-metacestddeos
de T. solium foi eficaz.

e Sdo necessdrios mais estudos para validacdo dos fagos selecionados como
marcadores de fase ativa da NC, utilizando um nimero maior de amostras. E posteriormente,
utiliza-los para desenvolvimento de um teste diagndstico simples e acessivel para NC, além

de verificacdo do comportamento dos fagotopos em ensaios de protecao.
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