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RESUMO

A neurocisticercose (NCC) é doenca neuroparasitologica mais frequente e esta
fortemente relacionada com diversas complicacdes neurolégicas. A NCC ocorre
guando humanos ingerem ovos de T. solium e os embrides liberados se alojam no
sistema nervosa central. Os embrides podem formar cistos em qualquer parte do SNC,
logo os sintomas de paciente para paciente variam muito, desde cegueira, meningite,
hidrocefalia, convulsdes e epilepsia. O grande pleomorfismo da NCC torna dificil o
diagndstico, jA que este se baseia na avaliacao clinica do paciente, podendo ser
confundida com diversas outras complicacdes, e no diagndticos por imagem, porém
este sO é conclusivo se o0 escolex do cisticerco for observado. Visando desenvolver
um diagndstico soroldgico especifico, sensivel e de baixo custo, Hell e colaboradores
(2009) selecionaram por Phage Display um peptideo denominado NC1, que
apresentou alta sensibilidade e especificidade. Este peptideo foi posteriormente
utilizado em um estudo realizado por Capelli-Peixoto e colaboradores (2011), visando
o desenvolvimento de uma vacina. Utilizando-se do modelo animal de cisticercose em
T. crassiceps., foi observado que o peptideo NC1 foi capaz de gerar uma resposta
protetora nos animais, reuzindo a carga parasitaria em 74%. Entretanto, ainda ndo se
tem conhecimento de qual antigeno o NC1 mimetiza, nem fora caracterizada resposta
imune induzida pelo mesmo. O presente estudo teve como objetivo caracterizar por
estudos de microscopia e imunoguimicos o antigeno mimetizado por NC1. A técnica
de microscopia de fluorescéncia confocal foi utilizada com o objetivo de identificar a
estrutura alvo de anticorpos anti-NC1 gerados em camundongos, bem como verificar
sua localizag&o celular. Utilizando-se da técnica de imunoprecipitagéo, o antigeno alvo
foi obtido a partir do antigeno bruto de T. crassiceps e de T. saginata e depois
analisado por SDS-PAGE.

Palavras-chave: Neurocisticercose (NCC), microscopia, T. crassiceps, NC1



LISTA DE ABREVIATURAS E/OU SIGLAS

CPPI - Centro de Producao e Pesquisa de Imunobiolégicos

ELISA — Ensaio Imunoenzimatico (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

DCM - Diclorometano

DIPC — N, N'-Diisopropilcarbodiimida

DMF — Dimetilformamida

FMOC — Fluorenil-metiloxicarbonila

HRP — Horse Radish Peroxidase

IF — Imunofluorescéncia

Ig — Imunoglobulina

IgG — Imunoglobulina G

L - litros

mL — mililitros

mm — milimetros

nm — nanometros

NCC — Neurocisticercose

OPD - Ortofenilenodiamin

Overnight — Periodo que equivale a 12-18 horas

PBS — Tampao Fosfato Salino (Phosphate-Buffered Saline) pH 7,4



PFA — Paraformaldeido

SNC - Sistema nervoso central

TcCa — Antigeno bruto de Taenia crassiceps (Taenia crassiceps Crude antigen)
TsCa — Antigeno bruto de Taenia saginata (Taenia saginata Crude antigen)

WGA — Wheat Germ Agglutinin
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1. INTRODUCAO

A neurocisticercose (NCC), mesmo sendo conhecida desde a Grécia Antiga,
tornou-se problema de saude publica somente apos metade do século XX, quando
investigadores britanicos reconheceram a doenca entre soldados retornando da india
(GARCIA et al., 2005). A NCC ocorre quando humanos ingerem ovos ou proglotes
gravidas liberadas pelo verme adulto T. solium. Embrides sao liberados pela acdo do
suco gastrico e fluidos intestinais, cruzam a parede do intestino, entram na corrente
sanguinea e migram para o enceéfalo (FLISSER, 1994; WHITE, 2000).

A NCC é considerada a doencga neuroparasitolégica mais frequente (FABIANI
& BRUSCHlI, 2013, apud, HAWK et al., 2005) e de carater endémico em paises em
desenvolvimento, principalmente nas Américas do Sul e Central, e determinadas
regibes da Asia e da Africa, (NADDAF et al., 2014). Entretanto, os casos em regides
nao endémicas, como América do Norte e Europa, vem aumentando devido a casos
importados pela imigragdo (FABIANI & BRUSCHI, 2013; NADDAF et al., 2014).

As manifestacdes clinicas da doenca variam, mas as mais comuns sao
convulsdes e futura progressao para epilepsia, de fato a NCC é a principal causa do
desenvolvimento de convulsdes em adultos (GARCIA et al., 2014). Em regides
endémicas, a NCC esta relacionada com 30% do total de casos de epilepsia
(NDIMUBANZI et al., 2010; NEWTON & GARCIA, 2012).

Entretanto, o diagndstico e o tratamento ainda séo falhos. O diagnéstico é
baseado na avaliacdo clinica e estudos de imagenologia, sendo que ambos
apresentam baixa especificidade. O tratamento por sua vez esta baseado no uso de
medicamentos ou remocao cirdrgica do parasita, sendo que ambas as abordagens
apresentam grandes limita¢cdes (DEL BRUTTO, 2014).

Baseando-se nos estudos de Hell et al. (2009) e Capelli-Peixoto et al. (2011),
o presente trabalho tem como objetivo identificar qual proteina estaria sendo
mimetizada por esse peptideo e o porque que esta seria um alvo para o sistema imune
tanto para o diagndstico quanto para o desenvolvimento de uma vacina. Com isso é

esperado trazer novas perspectivas quanto a um diagnostico especifico, sensivel e de



menor custo para o sistema publico de salde, quanto o desenvolvimento de novas

estégias de prevencao e/ou tratamento.

1.10BJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar o antigeno mimetizado pelo peptideo NC1 por

analises microscopicas, bioquimicas e imunoldgicas.

1.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar por ensaios de imunofluorescéncia (IF) a estrutura alvo dos
anticorpos anti-NC1, bem como a localizac&o celular do antigeno mimetizado
pelo peptideo NC1;

e Caracterizar por analises imunoquimicas o antigeno alvo do anticorpo anti-
NC1;

1.3JUSTIFICATIVA

A NCC é uma doenca neuroparasitolégica endémica no Brasil e paises em
desenvolvimento, mas presente em todo o mundo. Entretanto € extremamente
neglicenciada, por afetar geralmente comunidades rurais ou de baixa-renda, e por seu
diagnéstico dificil, e além deste fator, seu tratamento ainda € extremamente limitado
devido a caracteristicas da doenca. Ja existem estudos utilizando o peptideo sintético
NC1 para o desenvolvimento de ferramentas diagndsticas mais acessiveis e vacinas.
Entretanto, ainda faz-se necessaria a caracterizacdo dos possiveis antigenos que o
peptideo NC1 mimetiza, beneficiando a elucidacdo dos provaveis mecanismos de

acédo envolvidos na imunidade induzida pelo mimotopo em questéo.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.0 PARASITA

2.1.1.FORMA ADULTA

O parasita Taenia solium foi primeiramente descrito por Linnaeus em 1758,
quando este publicava seu trabalho descrevendo pela primeira vez todo o género
Taenia. Taenia solium apresenta corpo achatado dividido em escélex, colo e estrobilo,

e possui uma coloracado branca leitosa (NEVES, 2011).

O escolex € globoso, medindo de 0,6 a 1 mm de didmetro, situado na
extremidade anterior e funciona como orgao de fixacdo do cestddeo a mucosa do
intestino delgado humano. Apresenta quatro ventosas formadas de tecido muscular,
arredondadas e proeminentes. Entre as ventosas, em posi¢ao central, encontra-se um
rostelo formado por dupla fileira de aculeos, entre 25 a 50, em formato de foice
(VERSTER, 1967; GARCIA et al., 2003; NEVES, 2011).

O colo por sua vez € a parte mais delgada do corpo. Entretanto, as células do
parénquima apresentam intensa atividade de multiplicacdo, promovendo o

crescimento e a formacédo das proglotes do parasita (NEVES, 2011).

Logo apds o colo encontra-se o estrébilo. Nota-se diferenciacédo nos tecidos,
0 que permite o reconhecimento de 6rgdos internos, ou da segmentacao do estroébilo.
Cada segmento formado é denominado proglote ou anel, podendo ter de 800 a 1.000
na T. solium, atingindo a faixa dos 2-4 metros (GARCIA et al., 2005). O processo de
formacdo dos estrobilos é progressivo, ou seja, a medida que cresce o colo, vai
ocorrendo a delimitacdo das proglotes e cada uma delas inicia a formac¢éo dos seus
orgaos. Portanto, as proglotes mais afastadas do escélex sdo as mais desenvolvidas.
As proglotes apresentam 6rgdos genitais masculinos e femininos, demonstrando o
parasita ser hermafrodita (NEVES, 2011; GARCIA et al., 2014).

As proglotes apresentam 3 estagios de desenvolvimento: jovens, maduras e
gravidas. As jovens sdo mais curtas do que largas e ja apresentam o inicio do
desenvolvimento dos érgdos genitais masculinos que se formam mais rapidamente

gue os femininos. A proglote madura apresenta érgdos reprodutores completos e



aptos para a fecundacao. As proglotes gravidas, sdo mais compridas do que largas e
0s 6rgaos reprodutores sofrem involugéo enquanto o Utero ramifica-se, ficando repleto
de ovos (VERSTER, 1967; NEVES, 2011; GARCIA et al. 2014). A proglote gravida de
T. solium € quadrangular, e o Utero formado por 12 pares de ramificacdes do tipo
dendritico. Essas proglotes desprendem-se espontaneamente do estrébilo e sdo
eliminadas passivamente com as fezes de trés a seis anéis unidos (NEVES, 2011).

2.1.2.0VOS E ESTAGIO LARVAL (METACESTODEO)

Os ovos de T. solium apresentam-se de forma esférica, medindo cerca de 30
mm de didmetro. S&o constituidos por uma camada protetora denominada
embri6foro. Este é formado por blocos piramidais de quitina unidos entre si por uma
substancia cementante conferindo resisténcia no ambiente. Internamente, encontra-
se o embrido hexacanto ou oncosfera, provido de trés pares de aculeos e dupla
membrana (NEVES, 2011).

A forma larval ou metacestoda € constituida de uma vesicula translicida com
liquido claro, contendo um escdélex invaginado em seu interior, com quatro ventosas,
rostelo com coroa de aculeos e colo. A vesicula € composta por trés membranas: a
mais externa denominada de cuticular, uma intermediaria ou celular e uma reticular,
sendo a ultima a mais interna. As larvas podem atingir até 12 mm de comprimento,
apos quatro meses de infeccao (VERSTER, 1967; NEVES, 2011).

2.1.3.CICLO DE VIDA

A T. solium é um cestoda que tem seu ciclo de vida restrito as areas rurais em
paises em desenvolvimento. Os porcos, ao se alimentarem de fezes humanas
contaminadas com ovos de T. solium, podem desenvolver a infeccdo pela larva,
denominada cisticercose ou popularmente conhecida como canjiquinha no Brasil. Os
humanos, por sua vez, consumindo a carne suina infectada com cisticercos e podem
desenvolver a taniase intestinal, popularmente conhecida como solitaria (FLISSER,
1994; GARCIA et al., 2005; GARCIA et al., 2014, MAHALE et al., 2015).

Quando humanos alimentam-se da carne contaminada mal cozida, o escélex
dos cistos evagina-se pela acao da bile e de enzimas intestinais, e se fixa na mucosa

do intestino delgado. No intestino, o parasita cresce por intensa atividade mitética no



regido do colo, desenvolvendo as proglotes, que maturam quanto mais distantes do
escolex. As proglotes finais sdo geralmente gravidas e encontram-se repleta de ovos
(FLISSER, 1994; GARCIA et al. 2014; MAHALE et al., 2015). Estes ovos sao expelidos
juntamente com as fezes do portador da T. solium. Quando ingeridos por um
hospedeiro viavel, geralmente o porco, os ovos chegam ao intestino, os embrides
hexacantos eclodem, cruzam a parede intestinal e sdo levados para os demais tecidos
pela circulacdo sanguinea onde se estabelece o estagio larval ou cisticerco.
Entretanto, os humanos podem também adquirir a cisticercose via fecal-oral, podendo
ser pelo consumo de alimentos contaminados com fezes (FLISSER, 1994; GARCIA
et al. 2014; MAHALE et al., 2015), ou até mesmo por auto-infeccdo (NASH et al.,
2015).

Portanto, T. solium tem como hospedeiros intermediario e definitivo os suinos
e o ser humano, respectivamente (MAHALE et al., 2015). Entretanto, o ser humano
pode também ser um hospedeiro intermediario quando este consome 0s ovos da T.
solium (GARCIA et al., 2014; MAHALE et al., 2015). Logo o ser humano pode
desenvolver duas doencas diferentes contaminando-se com estagios diferentes da T.
solium, a teniase, quando este consome a larva na carne mal cozida desenvolve a
teniase, a forma adulta do parasita; e quando este consome 0s ovos em alimentos
contaminados com fezes de outro ser humano portador do verme adulto, desenvolve

a cisticercose, estagio larval do parasita.

2.2.A DOENCA

2.2.1.ASPECTOS CLINICOS

2.2.1.1.TENIASE

A teniase ocorre somente no hospedeiro humano. As larvas evaginam no
instestino delgado humano, o escdélex prende-se na mucosa e se inicia a formacao
das proglotes. Aproximadamente 2 meses apo0s a infeccdo, proglotes gravidas
comecam a ser liberadas e excretadas juntamente com as fezes (FLISSER, 1994;
GARCIA et al., 2003).



O verme prende-se fortemente a mucosa na parte mais superior do intestino
delgado por meio de suas ventosas e aculeos. O parasita provoca uma inflamacgéo
leve na regido de implantacdo (MERCHANT et al., 1998) sem causar dano
consideravel aos tecidos (SCHANTZ et al., 1998; GARCIA et al., 2003). A teniase
caracteriza-se por sintomas leves ou pode ser assimtomatica (SCHANTZ et al., 1998).
Sintomas como dores e distensdo abdominal, perda de apetite e peso, naduseas e
diarréia séo atribuidos a infeccdo pelo parasita, porém ndo existem dados
provenientes de experimentos controlados demonstrando tal associacéo, e a maioria
dos pacientes apresentam-se livre de sintomas (FLISSER, 1994; SCHANTZ et al.,
1998; GARCIA et al., 2003). Nas comunidades, os portadores da T. solium raramente
procuram por assintencia médica. Entretanto, a identificacdo desses pacientes é de
extrema importancia devido ao alto risco do desenvolvimento de cisticercose no
portador, por auto-infeccdo, ou outros de alimentos contaminados com 0S 0vVOS
(GARCIA et al., 2003).

2.2.1.2.CISTICERCOSE

As manifestacdes clinicas da cisticercose sdo pleiomorficas, pois estas
dependem do numero e da distribuicdo das lesdes provocadas (DEL BRUTTO, 2012).
As oncosferas liberadas pelos ovos devido a acdo do suco gastrico e de enzimas
intestinais cruzam a parede do intestino, caem na circulacdo sanguinea e se alojam
nos vasos terminais onde se encistam, formando o cisticerco (GARCIA at al., 2003,
apud, YOSHINO, 1933).

Fora do sistema nervoso central (SNC) a cisticercose ndo provoca sintomas
graves (GARCIA et al., 2003). Quando na forma subcutanea, apresenta a formacao
de nédulos, geralmente nos bracos e no tronco. Estes nodulos geralmente néo
provocam dor e com o passar de alguns meses ou anos tornam-se moles, inchados,
inflamam e gradualmente desaparecem (DIXON & SMITHERS, 1934). Quando na
forma muscular, apresentam-se como pequenas calcificacbes nos muasculos dos
bracos e das pernas, normalmente encontrados por acidente. Se a carga parasitaria
for muito alta nos musculos alguns pacientes desenvolvem uma pseudohipertrofia
muscular, provocando aumento dos membros do paciente. A cisticercose pode afetar
os olhos, alojando-se no humor vitreo ou no espaco subretinal provocando visao
embacada, dependendo do dano a retina (GARCIA et al., 2003).



A forma mais grave da cisticercose é quando a larva se encista no SNC,
provocando a neurocisticercose (NCC). Nestas circunstancias, sintomas neuroldgicos
podem aparecer, sendo o0 mais comum deles, convulsbes estdo fortemente
relacionados a posterior evolugéo para epilepsia (DEL BRUTTO, 2012; NASH et al.,
2015). Cistos viaveis provocam uma inflamagcdo leve e sdo geralmente
assintomaticos. Quando estes comecam a se degenerar provocam respostas
inflamatorias variaveis, resultando em uma ou mais convulsdes (NASH et al., 2015).
Os cisticercos podem se alojar tanto no encéfalo, quanto na medula espinhal, nos
ventriculos e nas regides subaracnoideas (MAHALE et al., 2015). Tal variedade de
areas susceptiveis gera uma diversidade de manifestacfes, entre elas, hidrocefalia,
meningite crénica, infartos cerebrais, ataques isquémicos transitorios, sindrome de
Bruns, deméncia reversivel e, principalmente, convulsées com possivel evolucéo para
epilepsia (DEL BRUTTO, 2012; GARCIA et al., 2014; MAHALE et al., 2015, NASH et
al., 2015).

2.2.2.EPIDEMIOLOGIA

Apesar da existéncia de relatos de uma distribuicdo mundial da NCC, esta tem
carater endémico apenas em paises de baixa ou média renda, principalmente nas
regidbes das Américas Central e Sul, Asia e Africa (FABIANI & BRUSCHI, 2013).
Entretanto, os casos em regides ndo endémicas vem crescendo devido a imigracao
de pessoas das regides endémicas para outros paises, como os Estados Unidos da
América e determinadas porc¢des da Europa (FABIANI & BRUSCHI, 2013; NADDAF
et al., 2014).

Estima-se que de 50 a 100 milhdes de pessoas sdo afetadas pela cisticercose
e todo mundo. Entretanto, tais valores provavelmente sdo subestimados ja que muitos
infectados ndo sao diagnosticados. Dados da organizacdo mundial de saude,
mostram que de 11 a 29 milhdes de pessoas na América Latina sao afetadas pela
cisticercose (OMS, 2013). Alguns estudos sugerem que a prevaléncia da cisticercose
no México esta entre 3,1% e 3,9%. Outros estudos encontraram uma soroprevaléncia
em areas como Guatemala, Bolivia e Peru na faixa de 20% em humanos e 37% em
suinos (YEH & SHEFFIELD, 2008).



O Brasil é considerado de média endemicidade para T. solium, apresentando
uma queda na prevaléncia nas ultimas décadas. Desde a década de 1980, areas
tradicionais e com alta tecnologia para a criagdo de suinos apresentam indices
inferiores a 0,1%. Entretanto, relatos de criagdes artesanais apresentam valores muito
superiores. Gottschalk e colaboradores (2006), em um trabalho realizado na regiao de
Registro, no Estado de S&o Paulo, encontraram 20,5% de soroprevaléncia de
cisticercose suina pelo teste ELISA em criacdes de fundo de quintal. Outro trabalho
desenvolvido por Silva e colaboradores (2007), em abatedouro de Barbalha, Ceara, a
prevaléncia da cisticercose em suinos provenientes de instalacdes rusticas foi de
4,7%, enquanto que a teniase correspondeu a 1,1% das verminoses diagnosticadas
pela Secretaria de Saude desse municipio. Em povoados indigenas a incidéncia varia
de 29,4% a 64% (AGAPEJEV, 2003)

2.2.3.DIAGNOSTICO

O diagndstico da NCC ainda baseia-se na avaliacdo clinica do paciente e
tecnicas de imagem. A avaliacdo clinica € extremamente imprecisa ja que a NCC
apresenta uma grande variedade sintomas dependendo da localizacdo e quantidade
de cisticercos (DEL BRUTTO, 2012; GARCIA et al., 2014; NASH et al., 2015).

As técnicas de tomografias computadorizadas e ressonancia magnética
contribuem para assegurar um diagnéstico mais preciso. Entretanto, estas ainda
apresentam dificuldades, jA& que as lesGes provocadas pelos cisticercos possuem
grande semelhanca com outras complica¢des, como tumores, granulomas micoticos,
neurotuberculose, hidatidoses, neurotoxoplasmose, entre outros (GARCIA et al,
2014; NASH et al., 2015). O diagndstico da NCC de fato s6 € confirmado através de
biopsia, ou se observado o escdlex do cisticerco nas técnicas de neuroimagem, ou
cisticercos alojados na retina do paciente (DEL BRUTTO, 2012; MAHALE et al., 2015).

2.2.4TRATAMENTO

As estratégias de tratamento para a NCC sdo baseadas em drogas
antiparasitarias, precisamente os farmacos albendazol e praziquantel; ou a remocao
cirirgica dos cistos (GARCIA et al., 2005; DEL BRUTTO, 2014; NASH et al., 2015).
Ambas as estratégias apresentam desvantagens, devido principalmente ao

pleomorfismo da doenga. Os tratamentos com albendazol e praziquantel podem levar



a reacdes inflamatorias indesejaveis, sdo incapazes de afetar o cisticerco dependendo
de onde este se alojou, entre outros (DEL BRUTTO, 2014). A remog¢ao cirurgica
também ¢é bastante limitada jA que a localizacdo do cisticerco pode tornar o
procedimento invidvel (MAHALE et al., 2015.)

2.3.NC1

Tendo em vista as dificuldades no diagnostico, como baixa precisdo e
sensibilidade, Hell é colaboradores (2009) propuseram um teste sorologico utilizando
um peptideo sintético. O grupo empregou a tecnologia de Phage Display na
identificacdo de uma sequéncia de aminoacidos, denominada NC1
(SKSSITITNKRLTRK), capaz de identificar pacientes com NCC através de um ELISA
indireto. Depois de sintese quimica, o peptideo NC1 (SKSSITITNKRLTRK), mesmo
sendo um mimotopo de T. solium, conseguiu induzir uma resposta humoral em
camundongos cujos anticorpos reconheceram proteinas da regido do escélex do
cisticerco na imuno-histoquimica. O teste de ELISA proposto apresentou resultados

promissores, como alta sensibilidade (93%) e especificidade (94,3%).

A aplicabilidade do peptideo NC1 ainda foi explorada além dos testes
sorologicos. Visando o desenvolvimento de uma vacina, Capelli-Peixoto e
colaboradores (2011), utilizaram o peptideo NC1 na imunizacdo de camundongos
infectados por cisticercos de Taenia crassiceps e obtiveram resultados promissores.
Os camundongos apresentaram reducdo na carga parasitaria em 74% devido a
imunizacdo com o peptideo sintético. Tais resultados ndo somente comprovam a
presenca de antigenos em comum entre T. crassiceps e T. solium, mas que a
utilizacdo de peptideos sintéticos tem grande potencial para o desenvolvimento de

novas estratégias de tratamento e/ou prevencao.

2.4. ANTIGENO HETEROLOGO E MODELO ANIMAL

O modelo de cisticercose murina por Taenia crassiceps € 0 método
usualmente utilizado para estudos imunolégicos e bioquimicos sobre a cisticercose.
As vantagens para a escolha de tal modelo devem-se a facilidade do manuseio dos
camundongos, facil e rapida contagem da carga parasitaria, bem como sdo uma
excelente fonte de antigeno heterélogo para estudos relacionados a T. solium, ja que
ambos o0s parasitas apresentam antigenos muito semelhantes (PERALTA et al.,
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2010). Determinados grupos ja apresentam estudos envolvendo a utilizacdo de
antigeno heterdlogo advindo de T. crassiceps no desenvolvimento de testes de ELISA
para o diagnostico de pacientes com NCC (MINOZZO et al., 2008).

3. MATERIAL E METODOS

3.1SORO IMUNE

Os anticorpos primérios utilizados neste trabalho sdo soros advindos de
camundongos imunizados contra o peptideo NC1 acoplado a BSA, somente BSA, ou

TcCa, obtidos pelo trabalho de Capelli-Peixoto e colaboradores (2011).
3.20BTENGCAO DE ANTIGENO BRUTO

O antigeno bruto de Taenia crassiceps foi obtido conforme descrito em Vaz et
al., (1997) com passagem intraperitonial do cisticerco em camundongos e foi realizado
por nosso colaborador Dr. Jodo Carlos Minozzo do Centro de Pesquisa e Producédo

de Imunobiolégicos (CPPI), Piraquara, PR.

Cisticercos de T. saginata foram obtidos em abatedouros da regiéo
metropolitana de Curitiba, cujos escélex sdo retirados da capsula envoltéria, mantidos
em PBS 0,05 M contendo inibidor de protease, sonicados (5 ciclos, 40 Hz, 10 s) e
centrifugados (7500 g, 5 min, 4°C. O sobrenadante foi entdo dosado pelo método de

Bradford quanto a quantidade de proteina, aliquotado e congelado a -20°C.
3.3COLOCALIZACAO CELULAR POR IMUNOFLUORESCENCIA

Cisticercos de T. crassiceps da sepa ORF foram gentilmente cedidos pelo
Centro de Producdo e Pesquisa de Imunobiolégicos (CPPI). As amostras foram
lavadas duas vezes em PBS, fixadas em paraformaldeido (PFA) 2% por 30 minutos a

temperatura ambiente, lavadas em PBS e armazenadas em PFA 0,5% a 4°C.

Para a imunomarcacao, os cisticercos foram utilizados inteiros ou emblocados
em Tissue-Tek OCT (Sakura) e posteriormente levados ao criostato (Leica CM 1850)

para o preparo de laminas histolégicas, com cortes na espessura de 7 um.
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Os cisticercos inteiros foram lavados duas vezes (PBS, Saponina 0,1%), os
radicais aldeidicos blogueados utilizando solucéo de PBS contendo Saponina a 0,1%

e Glicina 0,1 M por durante 20 minutos, e entdo novamente lavados duas vezes.

Os cisticercos foram incubados por 2 horas em solucdo de bloqueio (PBS;
Saponina 0,1%; Caseina 2%; anticorpo caprino anti-lgG murina conjugado a HRP) e
posteriormente incubados com soro murino anti-NC1, anti-BSA ou anti-TcCa diluidos
1:200 em solucdo de PBS contendo Saponina 0,1% e Caseina 2%; overnight (12
horas) a 4°C. Para verificar autofluorescéncia, foram preparados controles onde a

incubacéo foi realizada somente com PBS contendo Saponina 0,1% e Caseina 2%.

ApOGs a incubagdo com anticorpo primario, os cisticercos foram lavados e
incubados por 1 hora com o anticorpo secundario anti-lgG murina conjugada a
fluoresceina (SIGMA), ou Alexa Fluor 488, ou Alexa Fluor 633, na concentracdo de 1
pg/mL. Para a visualizacdo dos nucleos foi feita contramarcacdo com DAPI
(Invitrogen) na concentragdo de 1 ng/mL por 40 minutos. Os cisticercos foram lavados

somente em PBS e encaminhados para microscopia de fluorescéncia confocal.

Para as laminas histologicas foi realizado o seguinte procedimento.
Primeiramente as laminas foram lavadas em PBS gelado, secadas por 30 min a 37°C
e refixadas em PFA 2% por 1 hora. Foi realizada nova lavagem com PBS com a
Saponina 0,01% e os radicais aldeidicos foram bloqueados utilizando em solucao de
PBS contendo Saponina 0,01% e Glicina 0,1 M por durante 5 minutos, e entéo
novamente lavados. A partir deste ponto todas as lavagens foram realizadas com PBS

contendo Saponina 0,01%.

O material foi incubado por 2 horas em solucédo de bloqueio (Saponina 0,01%
e Caseina 2% em PBS) e posteriormente incubado com soro murino anti-NC1, anti-
BSA ou anti-TcCa diluidos 1:200 em solu¢éo de bloqueio contendo BSA 2%; overnight
a 4°C. Para verificar autofluorescéncia, foram preparados controles onde a incubacao

foi realizada somente com solucéo de bloqueio.

Apo6s a incubacdo com anticorpo primario, as laminas foram lavadas e
incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario anti-lgG murina conjugada a
fluoresceina (SIGMA) na concentracdo de 1 pg/mL. Para a visualizagdo dos nucleos

foi feita contramarcacéo com DAPI (Invitrogen) na concentracdo de 1 ng/mL por 40
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minutos. As laminas foram lavadas somente em PBS, montadas utilizando

Fluoromount G (EMS) e encaminhadas para microscopia de fluorescéncia confocal.

As imagens foram obtidas no microscopio de varredura a laser confocal
multiféton, modelo A1IR MP+, marca Nikon (NIKON Instruments Inc., Tokyo, Japan)
utilizando objetiva de 20x e 60x com aberturas numéricas de 0.75 e 1.4,
respectivamente. Para excitacao serao utilizados os lasers 405 nm, 488 nm e 639 nm;
para emissao serdo utilizados os filtros de intervalo (“band pass”) entre 450/50 (425-
475), 525/50 (500-550) e 700/75 (663-738).

3.4SINTESE DO PEPTIDEO NC1

Para a sintese do peptideo foi utilizado o método desenvolvido por Merrifield,
1969 que consiste em fixar o aminoacido C-terminal do peptideo sobre um suporte
sélido insolluvel e depois alongar a cadeia peptidica por adicdes sucessivas de

residuos da porcao C-terminal para N-terminal.

Estes aminoacidos possuem o grupamento amina protegido pelo grupamento
FMOC (fluorenil-metiloxicarbonila), sua cadeia lateral também esta protegida por um
grupo protetor para evitar reacdes indesejadas. O suporte solido insoluvel
normalmente é uma resina que também se encontra protegida pelo FMOC, nesse

caso utilizou-se resina Rink Amide.

Resumidamente, o tubo de sintese contendo a resina foi lavado 3 vezes com
5 mL de DMF (dimetilformamida) e em seguida foi adicionada piperidina 20%,
deixando sob agitacdo por 20 minutos para eliminar o FMOC da resina. Ap6s novas 3
lavagens com DMF e uma com DCM (diclorometano), foi realizado o teste do azul de
bromofenol, adicionando-se uma solucdo de azul de bromofenol 10 mg/L em DMF a
uma pequena amostra de resina, essa por sua vez ir4 apresentar uma coloracao azul
ou amarela, indicando que o grupo amina esta desprotegido ou ainda protegido pelo

FMOC, respectivamente.

Confirmado que o grupo amina esta desprotegido, prosseguiu-se para a etapa
de acoplamento, caso contrério, repetiu-se a etapa de desprotecdo. Nesta etapa, o
primeiro aminoacido (325 uM) a ser acoplado foi adicionado junto com os ativadores

da sua funcao carboxila, a K-Oxyma (325 pM) e o DIPC (325 uM) e deixado por 30
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minutos sob agitacdo. Apds acoplagem, duas lavagens com DMF intercaladas por
duas lavagens em metanol foram realizadas e novo teste do azul de bromofenol foi
feito. Observada a coloracdo amarela, indicando que um novo aminoacido foi

adicionado ao peptideo, prosseguiu-se para nova etapa de desprotecao.

Nesta etapa o grupamento FMOC do aminoacido acoplado foi removido com
a presenca de piperidina 20%, por 20 minutos. Ao final desta etapa, novas 3 lavagens
com DMF foram realizadas e o protocolo de acoplagem do segundo aminoacido foi
reiniciado. Este ciclo de acoplagem/desprotecao é feito até que todos os aminoacidos

do peptideo a ser sintetizado estejam acoplados.

Apébs o término do ultimo ciclo, o peptideo ja sem o grupamento FMOC do
altimo aminoacido entéo foi removido da resina por uma etapa chamada de clivagem.
Nesta etapa também se eliminam os grupamentos protetores da cadeia lateral. Para
isto, o peptideo foi incubado por 3 horas com uma solugéo de clivagem de TFA (acido
trifluoracético) contendo 2,5% de EDT (etanoditiol - Fluka); 2,5% de agua destilada e
2,5% de TES (trietilsilano - Fluka). Em seguida a solucéo foi filtrada e foi precipitada
com éter etilico gelado obtendo assim o peptideo. Apos centrifugacdo o éter foi

eliminado e o peptideo ressuspendido em agua mili-Q e liofilizado.
3.5IMUNOPRECIPITACAO

Todos os processos foram realizados em tampé&o de imunoprecipitacdo nao
desnaturante (PBS — EDTA 5 mM). Antigeno bruto de Taenia crassiceps (TcCa) e o
antigeno bruto de Taenia saginata (TsCa) foram primeiramente submetidos a uma
etapa de pré-clearing. Esta etapa consiste em incubar o antigeno com um anticorpo

irrelevante a fim de eliminar as proteinas que se ligam inespecificamente.

Brevemente, 1 mL de TcCa ou TsCa, ambos na concentragdo de 2 mg/mL,
foram incubados por 1 hora, a temperatura ambiente, com 25 uL de soro murino anti-
BSA e 100 pg beads ligadas a proteina G (GE Life Sciences). Apés a incubacéo, as
amostras foram centrifugadas (10000 x g, 10 min, 4°C) e o pellet descartado enquanto

0 sobrenadante seguiu para imunoprecipitagao.

Para a imunoprecipitagdo em si, 500 puL de TcCa/TsCa, provenientes do pre-

clearing, foram incubados com 25 pL de soro murino anti-NC1 ou IgG murina
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irrelevante por 1 hora. Apos a incubacdo foram adicionadas 100 pug de beads de
sepharose ligadas as proteinas G (GE Life Sciences) e deixado sob agitacao rotativa
overnight. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 10000g, por 10 min, a
4°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em tampao de
amostra (SDS 4%; glicerol 20%; B-mercaptoetanol 10%; azul de bromofenol 0,004%;
0,125 M Tris HCI), fervido a 95-100°C por 5 minutos para separar as proteinas das
beads, centrifugado (10000g, 10 min, 4°C) e o sobrenadante recuperado e

armazenado a -20°C para posterior analise de SDS-PAGE.
3.6 COLORACAO POR PRATA

O material obtido por imunoprecipitacdo foi submetido a corrida em géis de
SDS-PAGE 15%. O tampao de migracao (Tris 0,025 mol/L; glicina 0,2 mol/L; SDS
0,5%, pH 8.3) foi preparado e colocado em cuba de eletroforese para

homogeneizag&o, mantendo-se a temperatura de 10°C.

Para a corrida cada poco foi carregado com 20 pg de TcCa, TsCa e o material
proveniente das imunoprecipitacdes. A migracdo foi realizada a 150V até o azul de
bromofenol atingir o final do gel e entdo encaminhados para serem corados com

nitrato de prata.

Primeiramente os géis foram lavados por 5 minutos em agua destilada e entéo
passaram por duas etapas de fixacdo, a primeira consistindo de trés banhos de 30
minutos em etanol 40% e acido acético 10% em agua destilada; e a segunda de um

banho de 10 minutos em etanol 20%.

Os géis foram entdo lavados em agua destilada por 10 minutos e
sensibilizados por um minuto em solugdo de ditionito de sédio 0,3 g/L em &agua
destilada.

Posteriormente, os géis foram brevemente lavados em agua destilada e entao
corados com nitrato de prata a 2 g/L em agua destilada por 40 minutos, protegido da

luz.
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Passada a incubacdo com a solucédo de nitrato de prata, os géis foram lavados
e revelados em solucéo contendo carbonato de potassio 30 g/L, tiosulfato de sédio 10
mg/L e formaldeido 250 ug/L.

A reacéo foi interrompida quando as bandas tornaram-se visiveis utilizando

solucéo contendo 40 g/L Tris e acido acético a 2%.

Os géis foram entdo armazenados em solugdo de armazenamento (etanol

20%; glicerol 1,5% em agua destilada) e posteriormente escaneados.
3.7ENSAIO IMUNOENZIMATICO

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas peptideo NC1, BSA, TcCa, TsCa ou
peptideo NC1 recém sintetizado, na concentracdo de 5 pg/mL, em coating buffer
(Na2CO3 12,5 mM; NaHCO3 75 mM) e incubadas overnight, a 4°C.

ApOGs a sensibilizagdo, as placas foram lavadas 4 vezes com solucdo de
lavagem (NaCl 9g/L; Tween 20 0,05%) e os sitios de ligacao livres bloqueados com

solucéo de bloqueio (Caseina 2% em PBS), deixando-se incubar por 1 hora a 37°C.

Posteriormente, foram realizadas 4 novas lavagens e foi feita incubac&o com
o0 anticorpo primario (anti-NC1, anti-BSA ou anti-TcCa) murino proveniente dos
animais imunizados. Os soros foram dillidos em tampéo de incubacdo (Caseina
0,125%; Tween 20 0,005%) na propor¢ao 1:400 e foi feita incubacdo por 1 hora a
37°C.

Apbs incubagdo com o anticorpo primario, foram realizadas 4 novas lavagens
e é feita nova incubacdo com anticorpo secundario (anticorpo caprino anti-lgG murina
acoplado a HRP) por 1 hora a 37°C na diluicdo 1:3000 em tampéo de incubacédo, como

recomendado pelo fabricante.

Para a revelacgédo, é feita nova etapa de lavagem e € adicionado tamp&o citrato
pH 5,0 contendo perdxido de hidrogénio 0,002% e OPD 0,2 g/L. A reagdo ocorre ao
abrigo da luz, por 20 minutos. Apos 20 minutos de incubacéo, a reacao € interrompida
pela adicdo de 20 uL de acido sulfarico diluido 1:20. A leitura das absorbancias foi
realizada em leitor de ELISA TITERTEK Multiscan MCC/340P versao 2.20, a 492nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.COLOCALIZACAO DO ANTIGENO MIMETIZADO PELO NC1 POR
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CONFOCAL

Tendo em vista o objetivo de estabelecer a localizacdo celular do antigeno
mimetizado pelo peptideo NC1, foram realizados experimentos de imunofluorescéncia
onde foram utilizado soro imune anit-NC1, anti-BSA, ou anti-TcCa como anticorpo
primario, bem como dupla marcacdo com lectina WGA. Foi utilizada a lectina WGA
como marcacdo secundaria, pois, o padrdo de marcacdo observado no trabalho de
Capelli-Peixoto e colaboradores (2011), sugere que 0 antigeno encontra-se na

superficie celular, mais precisamente o glicocalice.

Primeiramente, foram utilizados somente cisticercos inteiros para visualizacéo
no microscopio de fluorescéncia confocal. Foi realizada andlise utilizando o modo de
deteccdo espectral. No experimento em questdo foram utilizados os lasers nos
comprimentos de onda 405 nm, 457 nm, 476 nm, 488 nm, 514 nm, 561 nm e 639 nm.

Assim foi possivel visualizar a presenca de altos niveis de auto-fluorescéncia
nos cisticercos, como observado na figura 1. Para verificar se os cisticercos eram
realmente auto-fluorescentes, cisticercos foram submetidos as mesmas etapas de
lavagem, bloqueio e incubacdo, porém sem a adicdo dos anticorpos primario e
secundario, nem de DAPI. Como pode-se oberservar na figura 2, os cisticercos nao
apresentam niveis consideraveis de auto-fluorescéncia. O sinal observado na figura 1
pode ser resultado de liga¢cBes inespecificas do anticorpo secundario e/ou problemas

na permeabilizagéo.
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FIGURA 1 - Andlise por microscopia confocal, modo de deteccdo espectral. Os cisticercos foram marcados com DAPI para
visualizagdo dos nucleos e anti-mouse IgG acoplada a Alexa Fluor 633. Observar a presenca de fluorescéncia em quase todos
0s canais, com excessdo de apenas alguns intervalos, como X e Y e na faixa do vermelho distante.
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FIGURA 2 - Andlise por microscopia confocal, modo de deteccdo espectral. Cisticercos passaram pelas mesmas etapas de
lavagem e incubagdo, entretanto, néo foi realizada marcagdo com DAPI, nem com anticorpo secunddrio. Nota-se que o
cisticerco praticamente ndo apresenta autofluorescéncia como havia sido hipotetizado anteriormente. Tal resultado sugere
problemas técnicos, como bloqueio e permeabiliza¢do ineficientes, no protocol utilizado no primeiro experimento.

Procurando diminuir ruido devido a interagdes inespecificas, novas amostras

foram processadas, porém, com etapas de lavagem e bloqueio mais demoradas, 20
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minutos e 2 horas, respectivamente. O novo protocolo foi capaz de reduzir o sinal
indesejado. Entretanto, ainda foi observado que o anticorpo secundario liga-se ao
cisticerco de maneira inespecifica (Figura 4), bem como a lectina WGA foi incapaz de
ligar-se & amostra (Figura 3), sugerindo que o tegumento do cisticerco é pobre em N-
acetilglucosaminas. Além disso, foi possivel observar no cisticerco incubado somente
com o anticorpo secundéario, uma marcagdo bastante intensa nos brotamentos do
cisticerco. A partir destes dados, foi hipotetizado que a superficie do cisticerco esta

coberta por IgGs enddgenas dos camundongos nos quais estes foram cultivados.

Lectina WGA
DIC DAPI Alexa Fluor 488 Merge

Ctrl -

Lectina

FIGURA 3 - Cisticercos marcados com Lectina WGA acoplada a Alexa Fluor 488 e DAPI para visualizagdo dos ntcleos. Observa-
se auséncia de sinal no canal de fluorescéncia do Alexa Fluor 488 tanto no controle negativo quanto no cisticerco tratado,
sugerindo que a lectina ndo foi capaz de reconhecer o glicocdlice do cisticerco. Apesar do resultado negativo, a auséncia de
marcagdo sugere que o tegumento do cisticerco é pobre em N-acetilglucosaminas.
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FIGURA 4 — Cisticerco tratado apenas com anticorpo secunddrio. Observa-se marca¢do tanto no cisticerco senescente quanto
no brotamento, entretanto, nota-se marca¢éo muito mais intensa no cisticerco a se formar.

Acreditando que os cisticercos estavam entdo cobertos de IgGs endbgenas
dos hospedeiros, o protocolo de marcagéao foi adaptado novamente, desta vez diluindo
na propor¢do 1:300 de anticorpo caprino anti-lgG murina conjugado a HRP, na
possibilidade deste bloguear os sitios de ligacdo nas IgGs indesejadas. Contudo, tal
abordagem nao foi capaz de impedir a ligacédo inespecifica do anticorpo secundario

as teoretizadas IgGs enddgenas como pode ser observado na Figura 5.
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FIGURA 5 - Cisticercos submetidos a etapa de bloqueio contendo anti-mouse IgG acoplada a HRP. Como foi de esperado, o
controle negative ndo apresentou fluorescéncia no comprimento de onda do fluordforo utilizado. Entretanto, nota-se que todos
os cisticercos incubados com anticorpo primdrio, independente deste ser anti-BSA, anti-NC1 ou anti-TcCa, apresentaram o
mesmo padréo de marcacdo, demonstrando intensa reatividade inespecifica.

Tendo em vista que a estratégia da utilizacdo de anticorpos anti-lgG murina
nao foram capazes de bloquear a rea¢ao inespecifica do secundario, foi proposto que
a molécula fluoresceste conjugada ao anticorpo secundario era a responsavel pela
ligacdo inespecifica no cisticerco. Visando testar esta hipétese, foram realizados dois
novos testes, um utilizado outro anticorpo secundario, desta vez conjugado a molécula
fluorescente Texas Red (Figura 6), e um segundo onde o cisticerco foi incubado com
anticorpo murino anti-lgG caprina conjugado a Alexa Fluor 488 (Figura 7). Novamente,
ndo foi possivel eliminar a ligacdo inespecifica do secundario ao cisticerco, o que
invalida a hipétese de que a molécula fluorescente era a responsavel pelas interacoes

inespecificas.
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FIGURA 6 - Cisticercos marcados com secunddrio acoplado a FITC ou Texas Red. Como esperado, nGo é observada fluorescéncia
no controle negative, porém, ambos os cisticercos tratados com anticorpos secunddrios, seja conjugado d FITC ou Texas Red,
apresentaram reatividade inespecifica, cada um seu respectivo canal. O resultado obtido descarta a hipdtese de que a molécula
fluorescente conjugada ao anticorpo apresentaria alguma espécie de afinidade ao cisticerco.

DIC DAPI Alexa Fluor 488 Merge

Citrl -

Anti-mouse
Alexa 488

Anti-goat
Alexa 488

FIGURA 7 - Cisticercos tratados com anticorpo secunddrio caprino anti-lgG murina e anticorpo murino anti-lgG caprina, ambas
acopladas & Alexa Fluor 488. E possivel observar a presenca de reatividade inespecifica bem intensa no cisticerco tratado com
anticorpo caprino anti-lgG murina, entretanto, ndo é observado marcagdo no cisticerco tratado com anticorpo murino anti-lgG
caprina. O resultado reforca a hipotese da presenga de IgGs enddgenas presentas na superficie do cisticerco e descarta a
hipotese das moléculas fluorescentes apresentarem afinidade pelo cisticerco.
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Com as estratégias anteriores tendo falhado, a abordagem seguinte foi de, ao
invés de realizar as marcacgdes nos cisticercos inteiros, emblocar cisticercos de Taenia
crassiceps em Tissue-Tek O.C.T. e fazer o preparo de laminas histoldgicas utilizando-
se do criostato. Esta abordagem foi escolhida a fim de reproduzir os resultados obtidos

por Capelli-Peixoto et al., 2011.

As laminas montadas, primeiramente apresentaram um padrdo de marcacao
semelhante tanto para o as laminas tratadas com soro anti-BSA, como tratadas com
anti-NC1 (Figura 8). Logo, nao foi possivel distinguir se as marcac¢des eram devido a
anticorpos anti-BSA ou anti-NC1, ja que o peptideo NC1 fora carreado a BSA na
imunizacdo dos animais. Entretanto, foi possivel eliminar o sinal do BSA ao diluir o
anticorpo primario em uma solucdo de bloqueio contendo BSA 2%, como
demonstrado na Figura 9.

DIC DAPI FITC Merge

Ctrl -

BSA

NC1

FIGURA 8 — Corte histoldgico dos cisticercos de Taenia crassiceps. O controle negativo (Ctrl -) foi incubado com anticorpo
secunddrio, para observar reacées inespecificas, entretanto, ndo é detectado nenhum sinal. Porém, é possivel observar que
tanto o soro anti-BSA quanto o soro anti-NC1 sGo capazes de reconhecer o tegumento do cisticerco, apresentando até mesmo
padrdo de marcagdo, tornando impossivel a verificar se existe marcagdo especifica por anticorpos anti-NC1.
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DIC DAPI FITC Merge

Citrl - (Sec)

BSA

FIGURA 9 — Cisticercos submetidos a etapa de incubacdo com anticorpo primdrio na presenca de BSA 2%. A reatividade
inespecifica gerada pela ligagdo de anticorpos anti-BSA ao tequmento do cisticerco que for a observada no experiment anterior
foi eliminada ao diluir o anticorpo primdrio em solugéo de bloqueio contendo BSA 2%.

4.2 IMUNOPRECIPITACAO E COLORACAO POR PRATA

Visando caracterizar o antigeno mimetizado pelo peptideo NC1, foi realizado
o procedimento de imunoprecipitacdo. Devido a dificuldade da obtencdo de material
proveniente de Taenia solium ja que os focos de infeccéo por este estdo em regides
rurais, de saneamento precario e com acesso muito limitado as técnicas de
diagndstico, tornando a identificagéo de pacientes e animais infectados problematica.
Logo, para tal experimento foram utilizados antigenos heterdlogos de Taenia
crassiceps (TcCa) e de Taenia saginata (TsCa).

Brevemente, TcCa e TsCa passaram por incubacdes na presenca dos soros
dos camundongos imunizados provenientes do trabalho de Capelli-Peixoto et al.,
2011, juntamente com beads sepharose ligadas a proteina G. O material obtido pela
imunoprecipitagéo foi submetido a corrida de SDS-PAGE, em gel a 15%, e, por meio
da técnica de coloracdo com nitrato de prata foi possivel observar uma banda de
aproximadamente 28 kDa, sendo este o provavél antigeno mimetizado pelo peptideo
NC1. O fato de a técnica de imunoprecipitacdo ter isolado bandas de pesos
moleculares semelhantes em ambas as espécies de nematodas, corrobora o fato de
que tanto a Taenia crassiceps quanto a Taenia saginata, apresentam grande

similaridade com outros vermes da Taenia spp..
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FIGURA 10 — Gel de SDS-PAGE, matriz a 15%. A técnica de imunoprecipitagdo utilizando o soro anti-NC1 foi capaz de isolar uma
proteina de peso molecular de aproximadamente 28 kDa.

4.3.REATIVIDADE DO SORO ANTI-NC1 FRENTE AO PEPTIDEO NC1 RECEM
SINTETIZADO

O presente trabalho também constou da sintese quimica manual do peptideo
NC1. O peptideo apds sintetizado, clivado e liofilizado, foi ressuspendido em PBS

sendo obtida uma solugdo de NC1 em PBS na concentragao de 2 mg/mL.

Placas de 96 pocos foram entdo sensibilizadas com BSA, TcCa, TsCa, NC1
(O) e NC (N). NC1 (O) foi o peptideo NC1 utilizado para a realizacdo do trabalho de
Capelli-Peixoto et al., 2011; enquanto NC1 (N) foi o peptideo sintetizado no presente
trabalho. Todos os antigenos foram testados contra os soros anti-BSA, anti-NC1 e
anti-TcCa.

Foi observado que o soro anti-NC1 foi capaz de reconhecer NC1 (O) e BSA,

porém nao foi observada reatividade contra NC1 (N). Tal resultado pode indicar tanto
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falhas no processo de sintese, bem como a necessidade de otimizar determinados

parametros do ELISA.

Reatividade dos soros frente ao peptideo NC1 recém

sintetizado

2.500

2.000
€
e
&
< 1.500
.§ M Anti-BSA
S 1.000 B Anti-NC1
(@]
8 W Anti-TcCa
<

0.500

White BSA TcCa TsCa NC1 (0) NC1 (N)
Antigeno

Grdfico 1 — Teste de ELISA avaliando a reatividade do soro anti-NC1 frente ao peptideo NC1 recém sintetizado. O soro foi capaz
de reconhecer tanto o carreador (BSA) quanto o peptideo NC1 de Capelli-Peixoto (2011), entretanto, nGo houve reatividade

frente ao NC1 sintetizado no presente trabalho.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho ndo obteve os resultados esperados devido a diversas
adversidades técnicas, como dificuldade na padronizacéo dos testes e falta de tempo
hébil para a realizagcdo de todos os testes propostos. Outro fator limitante € a
dificuldade para se obter material para analise, como a obtencao de cisticercos de

Taenia saginata.

Como ja fora demonstrado por Minozzo (2003), as semelhancas bioquimicas
entre os antigenos de T. crassiceps, T. saginata e T. solium permite a utilizacdo de
antigenos heterdlogos para a pesquisa e o diagnostico, sendos encontrados na
literatura diversos trabalhos empregando tais antigenos (MINOZZO et al.,, 2008
;PERALTA et al.,, 2010). O presente estudo, utilizando um soro anti-NC1, um
mimotopo de de Taenia solium, foi capaz de reconhecer antigenos possivelmente
semelhantes tanto em T. crassiceps quanto em T. saginata. Entretanto, mais estudos
serdo necessarios a fim de identificar o antigeno isolado pela técnica de

imunoprecipitacdo, como, por exemplo, analises por espectrometria de massas.

A auséncia de marcacao pela lectina WGA corrobora os dados obtidos por
Lee e colaboradores (2005) que caracterizaram N-glicanos de metacestodas de
Taenia crassiceps e demonstraram que seus principais constituintes séo fucose,

manose e galactose.

Além disso, uma analise de quais moléculas estéo diferencialmente expressas
nos brotamentos pode ser interessante tendo em vista que o0s hospedeiros
apresentam uma producdo anticorpos bem direcionada contra os cisticercos em
formacdo a partir dos cisticercos senescentes e este tipo de informacédo na literatura
€ extremamente escassa ou ausente. Tais analises podem fornecem ndo somente
informacBes com relacdo a biologia do parasita, bem como podem oferecer novas

perspectivas com relacdo aos mecanismos de defesa empregados por helmintos.
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