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RESUMO

Neurocisticercose (NC) é uma comum infec¢do do sistema nervoso central em humanos, seu
diagndstico é estabelecido pela combinagdo de dados clinicos, de neuroimagem (tomografia
computadorizada e ressonancia magnética), dados imunoldgicos e epidemioldgicos. Testes
sorolégicos como o enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) e immunoblotting na
deteccdo de anticorpos especificos contra metacestédeos de T. solium em amostras de soro
ou liquor, podem ser uma ferramenta vidvel para o diagnéstico da NC. O uso de antigenos
heterdélogos de metacestdodeos de Taenia saginata para o imunodiagndstico da NC é
importante, principalmente em lugares onde a obten¢do de antigeno homdlogo de
metacestddeos de T. solium é dificil. O objetivo do estudo foi fracionar e caracterizar
parcialmente fragdes obtidas a partir do extrato salino de metacestédeos de T. saginata (ES)
através de cromatografia de troca i6nica em resinas Carboximetil-sepharose (CM) e
Dietilaminoetil-sepharose (DEAE), como fonte de marcadores antigénicos aplicaveis no
imunodiagndstico da NC. Para deteccdo de anticorpos IgG pelos testes ELISA e
immunoblotting, 140 amostras de soro foram analisadas: 45 de pacientes com NC (G1), 50
de pacientes com outras infeccbes parasitdrias (G2) e 45 individuos saudaveis (G3).
Sensibilidade (Se), especificidade (Es), drea sob a curva (AUC) e likelihood ratios (LR) foram
calculadas. As fracbes CMS2 e DEAES2 apresentaram altos parametros de diagndstico (Se
88,8% e 93,4%; Es 93,7% e 92,6%; AUC: 0,965 e 0,987, LR+: 14,07 e 12,67; LR-: 0,11 e
0,07,respectivamente). Em conclusdo as fragdes CMS2 e DEAES2 s3do importantes fontes de
peptideos especificos, com alta eficiéncia para diagnosticar a NC.

Palavras-chave: Neurocisticercose; metacestddeos de Taenia saginata; troca ibnica;

Diagndstico.



ABSTRACT
Antigenic fractions from Taenia saginata metacestode obtained by ion-exchange
chromatography in the immunodiagnosis of human neurocysticercosis

Neurocysticercosis (NC), is common infection of the human central nervous system,
diagnosis is established by the combined analysis of clinical data, neuroimaging
(computerized tomography and magnetic resonance), immunological and epidemiological
data. Serological tests as enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and immunoblotting
to detect specific antibodies against metacestodes of T. solium in serum samples or
cerebrospinal fluid may provide a viable tool for the diagnosis of NC. The use of
heterologous antigen from Taenia saginata metacestodes for NC immunodiagnosis is
important where the collection of T. solium metacestodes for the preparation of
homologous antigen is difficult. The aim of this study was to fractionate and partially
characterize fractions obtained from the total saline extract (SE) of T. saginata metacestodes
after ion-exchange procedure in carboxymethyl sepharose (CM) and diethylaminoethyl
sepharose (DEAE) resins, as a source of antigenic markers applicable in the immunodiagnosis
of NC. For IgG detection by ELISA and Immunoblotting, 140 serum samples were analyzed:
45 from patients with NC (G1), 50 from patients with other parasitic infections (G2) and 45
from healthy individuals. Sensitivity (Se), specificity (Sp), area under curve (AUC) and
likelihood ratios (LR) were calculated. CMS2 and DEAES2 fractions provided high diagnostic
values (Se 88.8% and 93.4%; Sp 93.7% and 92.6%; AUC 0.965 and 0.987, LR+ 14.07 and
12.67; LR- 0.11 and 0.07, respectively). In conclusion CMS2 and DEAES2 fractions are
important sources of specific peptides, with high efficiency to diagnose NC.

Keywords: Neurocysticercosis; Taenia saginata metacestodes; lon-exchange; Diagnosis.



1. INTRODUGCAO

O complexo teniase-cisticercose em humanos engloba duas doencas distintas, com
sintomatologia diferentes: a teniase e a cisticercose. A urbanizacdo desordenada, vigilancia
sanitaria deficiente, auséncia de saneamento bdsico e educagdo sanitaria sao os principais
fatores que potencializam esse complexo. Essa zoonose incide em paises subdesenvolvidos,
principalmente os da Asia, Africa e America Latina (FLISSER et al., 2003; SARTI; RAJISHEKHAR,
2003; MEDINA et al., 2005; DEL BRUTTO, 2012a), sendo emergente em paises desenvolvidos
devido a migragdo de dreas endémicas: 90% dos pacientes diagnosticados com
neurocisticercose (NC) nos EUA e na Europa sdo imigrantes latino-americanos (DEL BRUTTO,
2012b). No Brasil, a ocorréncia da NC é frequente nas regiGes Sul, Sudeste, Nordeste e
Centro-Oeste, isso se deve a falta de diagndstico especifico e de baixo custo
(PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000; AGAPEJEV, 2003; NASH, GARCIA, 2011; DEL BRUTTO,
2012a).

A NC forma mais grave da cisticercose é causada pela ingestdo de ovos de Taenia
solium. As manifestacOes clinicas da doenca podem variar de assintomatica a episédios
graves (PAWLOWSKI; ALLAN; SARTI, 2005; BRUNETTI; WHITE Jr, 2012). Em algumas regides
endémicas, estudos de autopsias demonstraram uma frequéncia de 43,3% a 91% de
individuos assintomaticos com NC (TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006). Existem poucos
estudos em relacdo as estratégias de controle da NC, sendo necessario o aprimoramento de
técnicas de diagndéstico para melhorar o controle da doenga por razdes econbmicas e

médicas (PAWLOWSKI, 2008).
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1.1 Classificagao e morfologia de Taenia saginata e Taenia solium

Os tenideos possuem corpos achatados dorso-ventralmente e divididos em escélex,
colo e estrdbilo. O estrobilo é formado por uma cadeia de segmentos e cada segmento
constitui uma proglote. Pertencem ao Filo Platyhelminthes, Classe Cestodea, Ordem
Cyclophyllidea e Familia Taeniidae (REY, 2001; HOBERG, 2002).

O estagio adulto tanto de T. solium quanto de Taenia saginata apresenta o corpo
leitoso, com comprimento médio de 1,5 a 4 metros, para T. solium, podendo atingir até 8
metros em T. saginata. O escélex de T. solium é piriforme apresentando quatro ventosas e
uma dupla coroa de aculeos, com nimero variando entre 25 a 50, inseridas em um rostro
situado entre as ventosas; T. saginata ndo possui rostro armado com aculeos (REY, 2001). O
estrobilo corresponde ao restante do parasito e possui o aspecto de uma fita, sendo
formado por vdrios segmentos, as proglotes, que se desenvolvem a partir do colo. As
proglotes apresentam diferentes estagios de desenvolvimento: jovens, maduras e gravidas.

As formas larvais ou metacestddeas, constituem-se de uma vesicula ovdide,
translicida, com 15 mm de comprimento por 7 a 8 mm de largura, apresentando no seu
interior, liquido vesicular e escélex invaginado. A diferenciacdo da forma metacestddea
entre as duas espécies é realizada pela observacao do escolex. A forma metacestédea de T.
solium possui rostro armado com aculeos e a forma metacestddea de T. saginata ndo possui
rostro (SCIUTTO et al., 2000; REY, 2001).

Os ovos, de aproximadamente 30 a 45 um de didmetro, sdo esféricos e de aspecto
radial quando observados a microscopia O6ptica, possuem envoltério denominado
embriéforo, em cujo interior encontra-se um embrido hexacanto, também denominado de

oncosfera. Os ovos de T. solium e T. saginata sao idénticos, sendo impossivel diferenciar
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quando examinados pelo microscépio 6ptico (SCIUTTO et al.,, 2000; FLISSER; VARGAS-

PARADA; LACLETTE, 2006).

1.2 Aspectos bioldgicos

O Unico hospedeiro definitivo de T. solium e T. saginata é o homem. Os hospedeiros
intermediarios de T. solium sdo os suinos e os de T. saginata sdao os bovinos. Existem trés
fases com relagdo a populagdo e parasitos: adulta no hospedeiro definitivo, ovos no
ambiente e formas metacestédeas (fase larval) no hospedeiro intermediario
(PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000).

O homem ao ingerir carne crua ou mal cozida de suinos, bovinos ou suinos infectados
respectivamente com formas metacestédeas vidveis de T. solium ou T. saginata
desenvolvera a teniase (EOM; RIM, 1993). No tubo digestério do homem, por acdo de
enzimas proteoliticas e sais biliares, as formas metacestédeas sdo liberadas das vesiculas
através de um processo de evaginacdo, alcancam a parede do intestino delgado e iniciam
sua diferenciacdo em verme adulto (PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000; TAKAYANAGUI;
LEITE, 2001; GARCIA; DEL BRUTTO, 2003; FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006;
YAMASAKI et al., 2006). As proglotes gravidas sdo eliminadas 60 a 70 dias apds a ingestdo da
carne contaminada com os metacestodeos.

Na cisticercose humana, o hospedeiro intermediario acidental de T. solium, se infecta
pela ingestdo de ovos vidveis do parasito. Esse fato pode ocorrer de varias maneiras: (1) por
meio da heteroinfeccdo, que consiste na manipulacdo direta de agua ou alimentos
contaminados com fezes humanas contendo ovos de T. solium, ou manipulacdo indireta

através da irrigacdo e/ou fertilizagdo com agua e/ou esterco contaminados; (2) por meio da
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auto-infeccdo externa, que consiste na ingestao de ovos de T. solium pelo proprio individuo
portador da teniase sendo resultado de maus habitos higiénicos (sobretudo a falta do habito
de lavar as mdos apds a defecacdo); (3) por meio da auto-infeccdo interna, resultante de
movimentos antiperistalticos ou de vomitos que permitem o retorno de algumas proglotes
ao estdmago para sofrer a acdo do suco digestivo, o que permitirad a eclosdo dos embrides
infectantes (BARBOSA et al., 2000; REY, 2001; GARCIA; DEL BRUTTO, 2003, HAWK et al.,
2005). Além da auto-infeccdo interna, ha relatos de meios alternativos de transmissdo dos
ovos de T. solium como coprofagia nos psicopatas (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001).

A forma metacestddea pode se instalar praticamente em todos os érgdos do corpo
humano, incluindo a musculatura esquelética e cardiaca, olhos, tecido subcutaneo, sistema
nervoso central (SNC) e raramente a cavidade oral e medula espinhal (PUSHKER; BAJAJ;
BALASUBRAMANYA, 2005; JAY et al., 2007; IZCl et al., 2008), sendo o SNC a localizagdo mais
importante, causando a forma mais grave e frequente que acomete grande nimero de

pessoas, a NC (COSTA-CRUZ, 1995; BRUNETTI; WHITE Jr, 2012).

1.3 Epidemiologia do Complexo Teniase-Cisticercose

A cisticercose humana é um grave problema de saude publica em varias regides da
Asia, Africa e América Latina, particularmente nos paises em desenvolvimento, onde a
precariedade das condicOes de saneamento basico e o baixo nivel sécio econémico cultural
favorecem sua disseminacdo (AGAPEJEV, 2003; COYLE et al., 2012).

Apds encontro internacional sobre T. solium e o complexo teniase-cisticercose, com
foco especial no leste e sul da Africa, realizado em Arusha, Tanzania — Africa, em agosto de

2002, varios autores reafirmaram o problema de saude publica da teniase-cisticercose na



17

América Latina, Asia e Africa Central e Ocidental. Esta reunido ainda demonstrou que este
parasito encontra-se difundido também na Africa Oriental e Meridional (DORNY et al., 2003;
ZOLl et al., 2003). Em Papua na Indonésia, Asia a prevaléncia de cisticercose varia entre 23,5
% e 56,9% (SALIM; ANG; HANDALI, 2009). Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS),
o complexo teniase-cisticercose atinge cerca de 50.000.000 individuos por ano, causando
50.000 mortes anualmente (PAL; CARPIO; SANDER, 2000).

A cisticercose é classificada como uma doenca infecciosa emergente em paises
desenvolvidos, como no sudoeste da Asia e Estados Unidos da América (CARPIO, 2002,
NDIMUBANZI et al., 2010), devido a imigracdo de popula¢des originarias de areas
endémicas, principalmente para o estado da Califérnia (HAWK et al.,, 2005). Foram
confirmados casos de cisticercose em Los Angeles, sendo a NC a forma mais comum (97,4%),
embora tenha casos de cisticercose ocular e subcutanea (SORVILHO et al., 2011).

A NC é endémica em paises em desenvolvimento com alta taxa de imigracdo em
paises desenvolvidos (DEL BRUTTO, 2012b), é uma das causas mais comuns de epilepsia,
26,3% a 53,8% dos casos de epilepsia nos paises em desenvolvimento, incluindo a india,
China, sudeste da Asia, América Latina, e Africa sdo devido a NC, que causa também
convulsdo e problemas neuropsicoldgicos (PRASAD et al., 2008; CARPIO; HAUSER, 2009;
GUINTO; GUINTO, 2013). Em estudo realizado no sul da india, com individuos com crise
convulsiva, 15,9% apresentaram reatividade para NC. Dentre esses individuos 17,7% eram da
zona rural e 6% da zona urbana (PRABHAKARAN et al., 2008).

No continente americano a teniase e a cisticercose encontram-se prevalentes na
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guatemala, México e Peru (ANTONIUK, 1999). No Peru a
prevaléncia é de 0,5 a 1%, sendo mais freqiiente em gravidas, jovens, e idosos (GARCIA et

al., 2010).
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No Brasil, embora o Ministério da Saude recomende a implementacdo da notificacdo
compulséria do complexo teniase-cisticercose, somente os Estados de Santa Catarina,
Parana, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, e a cidade Ribeirdo Preto (SP) implantaram
programas de controle (AGAPEJEV, 2003). A NC tem sido apresentada com frequéncia nos
estados do sul, sudeste e centro-oeste do Brasil, principalmente em individuos dos estados
de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parand e Goids, sendo o género feminino mais acometido
(PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000; TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; BRAGAZZA et al., 2002;
AGAPEJEV, 2003; MENDES et al., 2005; BENEDETTI; FALAVIGNA; FALAVIGNA-GUILHERME
2007).

Na regidao Centro-Oeste, Oliveira et al. (2006), em um estudo soro-epidemioldgico,
demonstraram a endemicidade (11,3%) da cisticercose humana na cidade de Cataldo —
Goias, localizada a 100 Km de Uberlandia. A regido do Triangulo Mineiro constitui uma area
de preocupacdo dentro do complexo teniase-cisticercose, uma vez que diversos estudos tém
demonstrado que se trata de uma regido endémica para este complexo (FERREIRA et al.,
1994; COSTA-CRUZ, 1995; SILVA-VERGARA et al., 1998; ESTEVES; CARVALHO; SILVA-
VERGARA, 2005; OLIVEIRA et al., 2006). Constatou-se a soroprevaléncia da cisticercose em
Araguari (13,5%), Tupaciguara (5,0%), Monte Alegre (4,8%), e Uberlandia (4,7%) mostrando
uma area problematica do ComplexoTteniase-Cisticercose (SILVEIRA-LACERDA et al., 2002).

O grande problema do Complexo Teniase-Cisticercose se deve ao fato dos portadores
de teniase se auto-infectarem causando NC. Devido a dificuldade de tratamento de NC,
busca-se a implantacdo de medidas de controle. No entanto, para estratégias de controle,
individuos com NC ndo sdo alvos essenciais, pois ndo albergam o parasito adulto (GARCIA;
DEL BRUTTO, 2003). Para o controle da teniase e NC pode ser empregada uma intervencao

através dos servicos médico e veterinario, usando uma quimioterapia foco-orientada da
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teniase (PAWLOWSKI, 2008). Em estudo realizado no México durante o periodo de 1990 a
2009, a NC pode ser considerada ndo mais um problema de salde publica, devido a

educacdo sanitaria (FLISSER; CORREA, 2010).

1.4 Aspectos Patogénicos, Interagao Parasito-Hospedeiro e Resposta Imune

A patologia, clinica e resposta imunoldgica ao metacestédeo de T. solium estdo
relacionadas e dependem tanto da localizagdo, do numero, do tamanho e da fase de
desenvolvimento em que se encontram os cisticercos, como da rea¢ao do hospedeiro nos
tecidos parasitados (WHITE Jr, 2000; CARDENAS et al., 2012; DEL BRUTTO, 2012a).

Ndo existe uma sintomatologia prépria ou um quadro Unico que diferencie a
cisticercose de outras doencas, sendo assim é considerada uma doenca polimorfa, com os
mais diversos quadros clinicos. (TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006; SOTELO et al., 2011;
ZYMBERG, 2012). Sintomas possiveis de NC incluem: ndusea, vOmito, cefaléia, ataxia, sinais
neuroldgicos focais, hidrocefalia, vasculite, infarto cerebral e quadros neuropsiquiatricos
diversos (FORLENZA et al., 1997; SAWHNEY et al.,, 1998; PAL; CARPIO; SANDER, 2000,
RAMOS-ZUNIGA et al., 2013).

O cisticerco passa por varios estadios: vesicular — fase inicial quando cisticercos
vidveis tém uma inflamacdo minima associada; coloidal - com a perda da habilidade de
controle da resposta imune do hospedeiro pelo cisticerco, sua parede é infiltrada e rodeada
por células inflamatérias do hospedeiro, compostas primariamente por células
mononucleares, que também podem entrar no fluido do cisticerco; granular nodular - ocorre

colapso de sua cavidade e fibrose devido ao progresso da reposta imune; calcificado —
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eventualmente o parasito é substituido por fibrose progressiva, que pode calcifica-lo (WHITE
Jr, 2000).

Ha um equilibrio parasito — hospedeiro que é mantido como resultado da habilidade
do parasito sobreviver no hospedeiro por longos periodos. A resposta inflamatéria ao redor
de um ou mais metacestédeos degenerados pode principiar uma doenca sintomatica,
através da proliferacdo de linfdcitos e posterior diferenciacdo em células efetoras tipo Thl e
Th2, com subseqliente producdo de vdrias citocinas, ou de células plasmaticas, com
consequente producao de anticorpos especificos (CARPIO, 2002; SCIUTTO et al., 2007).

A resposta imune inata tem papel fundamental para a patogénese da NC,
dependente de receptores toll-like 4 (TLR4). Foram identificados niveis de citocinas em
associacdo com TLR4 em pacientes assintomaticos e sintomdticos, no entanto em pacientes
sintomdticos os niveis de TLR4 correlacionados com a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias apresentaram niveis maiores (VERME et al., 2011).

Na resposta humoral destacam-se os anticorpos IgG anti-metacestédeos de T.
solium, que sdo detectados tanto em amostras de soro quanto em amostras de liquor, além
de serem encontrados em niveis superiores as demais classes de imunoglobulinas em
diferentes amostras bioldgicas (SHORT et al., 1990; BUENO et al., 2000; PARDINI et al.,
2002). Ha elevacao dos niveis de imunoglobulinas: I1gG, IgM, IgE, e IgA, respectivamente em
ordem decrescente quanto aos niveis detectaveis. Os maiores valores sdo detectados em
casos de cisticercose intraventricular e em casos de multiplas manifestacbes (ODASHIMA;

TAKAYANAGUI; FIGUEIREDO, 2002).
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1.5 Diagnostico da Neurocisticercose Humana

O diagndstico da NC é baseado em critérios clinicos, epidemiolégicos, laboratoriais, e
neuroimagem (NASH, GARCIA, 2011; DEL BRUTTO, 2012a). O diagndstico laboratorial
compreende a pesquisa direta da forma metacestddea de T. solium, por meio de exames
anatomopatoldgicos apds intervencdo cirdrgica, bidépsia ou necropsia. A neuroimagem
compreende a tomografia computadorizada (TC) e ressonancia magnética (RM) que podem
evidenciar o niumero e tamanho das lesGes, a regressao da infeccdo e o nivel da reacao
inflamatdria do hospedeiro contra o parasito (PRETELL et al., 2005; GARG et al., 2008), sendo
restrita em paises subdesenvolvidos.

Novos conceitos no diagndstico desta parasitose tém sido aperfeicoados nos ultimos
anos; dentre os quais destaca-se a identificacdao e sequenciamento de antigenos especificos
para se obter ensaios com alta sensibilidade e técnicas de fécil reprodutibilidade que nao
dependam do suprimento continuo de parasitos para preparo antigénico (GARCIA et al.,
2005; RIBEIRO et al., 2010; SILVA, COSTA-CRUZ, 2010; MANHANI et al.,, 2011). O
imunodiagndstico é um procedimento de baixo custo, sendo uma boa alternativa para o
diagnéstico da NC, auxiliando a neuroimagem.

Entre os testes soroldgicos mais utilizados para a deteccdo desta parasitose estdo a
Imunofluorescéncia indireta, enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) e Immunoblotting.
Dentre todos os métodos imunolégicos o teste ELISA tem sido o ensaio mais estudado no
diagndstico da NC por apresentar significativa sensibilidade e especificidade, ser facil e de
simples execug¢do, com baixo custo. Recomenda-se empregar dois testes imunoldgicos,
sendo um de elevada sensibilidade e outro bastante especifico, para maior seguranca na

interpretacdo dos resultados (COSTA-CRUZ, 1995; VAZ; LIVRAMENTO, 1996). A reacdo de
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Immunoblotting e o teste ELISA apresentam diferencas quanto a sensibilidade e
especificidade, porém a importancia dos dois testes é salientada, principalmente nos casos
em que os métodos diagndsticos de neuroimagens ndo sdo acessiveis (PRABHAKARAN et al.,
2004).

O estudo de antigenos alternativos para o imunodiagndstico da NC faz-se necessdrio
para o conhecimento de casos isolados da doenca em paises ndo endémicos e em regides
onde a coleta de metacestddeos de T. solium é dificil (FLEURY et al., 2003). Antigenos de
metacestddeos de Taenia crassiceps substituem eficientemente os antigenos de parasitos
suinos no imunodiagndstico da NC (LARRALDE et al., 1989; VAZ et al., 1997). Barcelos et al.
(2001) padronizaram o teste immunoblotting em 50 amostras de liquor utilizando extratos
salino das formas metacestddeas de T. solium (homodlogo) e T. crassiceps (heterdlogo),
foram reconhecidas quinze bandas de pesos moleculares aparentes, das quais onze ja
haviam sido descritas na literatura.

O extrato antigénico do liquido vesicular de T. crassiceps foi utilizado para deteccao
de IgG anti-metacestddeos de T. solium, no teste ELISA e Immunoblotting em amostras de
soro e liquor. A sensibilidade e especificidade foram semelhantes ao antigeno homodlogo,
indicando que os cisticercos de T. crassiceps sao fonte alternativa de antigenos no
imunodiagndstico da NC, por apresentar epitopos semelhantes ao antigeno homélogo
(BUENO et al., 1998).

Metacestédeos de T saginata foram avaliados como antigeno alternativo no
diagndstico sorolégico da NC humana. Foram utilizados os testes imunofluorescéncia
indireta, ELISA e Immunoblotting que apresentaram sensibilidade de 85%, 95% e 95% e 75%,
80% e 85% utilizando como antigeno, respectivamente, metacestodeos de T. solium e de T.

saginata. A especificidade dos trés testes utilizando antigeno de metacestddeos de T. solium
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e de T. saginata foi de 95%, 89% e 94% e 96%, 89% e 94%, respectivamente. Nao foi
encontrada diferencga estatisticamente significante entre os antigenos de metacestddeos das
duas espécies, demonstrando que o metacestddeo de T. saginata pode ser utilizado como
antigeno alternativo no diagndstico da NC humana (OLIVEIRA et al., 2007). Metacestddeos
de T. saginata podem ser mais facilmente obtidos em quantidades adequadas, devido aos
habitos alimentares de muitos paises, incluindo o Brasil, que utilizam a carne bovina como
principal fonte de proteinas.

Extratos antigénicos sdo misturas heterogéneas de proteinas, glicoproteinas e outros
componentes, por isso a utilizacdo de proteinas antigénicas purificadas por técnicas
cromatograficas consistem uma importante ferramenta para que o diagndstico da NC
humana seja realizado, evitando a reatividade cruzada com outros parasitos. As principais
vantagens dessas técnicas incluem producdo rapida, facil, de baixo custo e com alta
eficiéncia.

O fracionamento com Triton X-114 (TX-114), selecionou a fracdo detergente obtida a
partir de metacestédeos de T. solium e T. saginata. As fracées detergentes foram sensiveis e
especificas utilizando os testes ELISA e Immunoblotting (MACHADO et al., 2007; GONCALVES
et al., 2010). Com a técnica de fracionamento por cromatografica de afinidade em coluna de
concanavalina A e jacalina, as fragcdes ndo ligante se mostraram especificas e sensiveis no
diagnédstico da NC humana, a partir de metacestédeos de T. saginata. (NUNES et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2010). A deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestédeos de T. solium e de
antigenos circulantes do parasito em amostras de soro e liquor sdo utilizados para o
imunodiagndstico da NC, no entanto mais estudos que identifiguem proteinas especificas
sdo necessarios, para que seja realizado o controle da NC (COSTA, 1986; SCIUTTO et al.,

2000; DORNY et al., 2003; DECKERS; DORNY, 2010; MICHELET et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar diferentes fracGes antigénicas de metacestédeos de T. saginata no

imunodiagndstico da neurocisticercose humana.

Objetivos especificos

1. Produzir extrato salino de metacestédeos de T. saginata;

2. Isolar componentes antigénicos de metacestdédeos de T. saginata por cromatografia de

troca ibnica em resinas em resinas Carboximetil-sepharose (CM) - trocadora catibnica e

Dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - trocadora aniOnica;

3. Analisar o perfil eletroforético das fracGes antigénicas obtidas em géis de poliacrilamida

unidimensional (1D);

4. Detectar anticorpos IgG anti-metacestddeos de T. solium em amostras de soro frente aos

extratos antigénicos por ELISA;

5. Realizar immunoblotting em amostras de soro frente aos extratos antigénicos obtidos

para deteccdo de IgG anti-metacestddeos de T. solium, diferenciando NC ativa de NC inativa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado no Laboratério de Diagndstico de Parasitoses, Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICBIM), Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob
responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz, em colabora¢dao com o Laboratério
de Imunoquimica e Imunotecnologia, sob responsabilidade do Prof. Dr. Jair Pereira da Cunha
Junior. As amostras de soro estavam disponiveis e armazenadas no Banco de Amostras
Bioldgicas, do Laboratdrio de Diagndstico de Parasitoses. A manutencdo destes espécimes
foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa/UFU (CEP/UFU) sob o protocolo n?
041/2008.

As formas metacestédeos de T. saginata estavam disponiveis no Laboratdrio de
Diagnodstico de Parasitoses. O presente projeto foi aprovado no (CEP/UFU) sob o protocolo

n2 382/11.

3.2 Caracterizagoes dos grupos de estudo

Foram avaliadas 140 amostras de soro. Os individuos foram divididos em trés grupos:

Grupo | - 45 pacientes com diagnéstico definitivo para neurocisticercose; Grupo Il -

50 pacientes com outras infec¢des parasitdrias; Grupo Il - 45 individuos saudaveis.

Grupo | - 45 amostras de soro de pacientes com diagndstico definitivo para NC: (a)

todos pacientes apresentavam pelo menos um tipo de manifestacao clinica sugestiva de NC,
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sem sinais de cisticercose em outros 6rgdos; (b) todos pacientes eram provenientes de area
onde a cisticercose é endémica; (c) todas amostras de soro e/ou liquor foram positivas no
teste ELISA para deteccdo de anticorpos IgG anti- metacestddeos de T. solium; (d) todos
pacientes apresentam evidéncia do parasito comprovado através de neuroimagem
(tomografia computadorizada e/ou ressonancia magnética), classificados de acordo com
Sotelo et al. (1985): 25 pacientes com NC ativa (metacestddeos vidveis ou em degeneracao)
e 20 pacientes com NC inativa (metacestédeos calcificados).

Todos pacientes apresentavam diagndstico definitivo para NC: 25 pacientes (55,5%)
com um critério absoluto e 20 pacientes (44,5%) com dois critérios maiores mais um menor

ou um critério epidemildgico, de acordo com Del Brutto (2012c).

Grupo Il - 50 amostras de soro de pacientes com outras infec¢des parasitarias.
Ancilostomatideos (n=5), Ascaris lumbricoides (n=6), Enterobius vermicularis (n=5), Giardia
lamblia (n=4), Hymenolepis nana (n=5), Schistosoma mansoni (n=4), Trichuris trichiura (n=4),
Taenia sp. (n=6), Strongyloides stercoralis (n=7). Coinfeccdo: ancilostomatideo + A.
lumbricoides + T. trichiura (n=1), ancilostomatideo + A. lumbricoides (n=1), Entamoeba
histolytica + G. lamblia (n=1) e H. nana + E. vermicularis (n=1). Todas as amostras de soro
foram provenientes de individuos submetidos a exames parasitoldgicos de fezes, realizados

com trés amostras de cada individuo, pelo método de Ritchie (1948).

Grupo Il - 45 amostras de soro controle de individuos sauddaveis, negativos para
parasitos intestinais em exames parasitolégicos de fezes, realizados com trés amostras,
pelos métodos de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e de Lutz (1919).

Estes individuos ndao apresentavam manifestacdes clinicas sugestivas de outras infecg¢des.
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3.3 Obtengao das formas metacestodeas de T. saginata

Os metacestédeos de T. saginata, provenientes da musculatura esquelética de
bovinos naturalmente infectados, foram utilizados como fonte de antigeno para os testes
imunoldgicos. Os parasitos foram separados por dissecacdo e lavados em solucdo salina

(NaCl 0,15M) por quatro vezes, identificados e armazenados a -20°C.

3.4 Preparagao do extrato salino de metacestédeos de T. saginata

Foram utilizados 50 metacestddeos de T. saginata, de acordo com Costa (1986) com
modificages. Os metacestédeos foram ressuspendidos em 5 mL de dgua destilada contendo
inibidores de proteases (4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM/L, benzamidina 1
mM/L, fluoreto de fenil metil sulfonil (PMSF) 1 mM/L, aprotinina 1 pg/mL e leupeptina 2
pug/mL), em seguida a mistura foi submetida a homogeneizador de tecidos, a 4°C por cinco
ciclos de 1 minuto cada, em banho de gelo, e posterior tratamento com ultra-som a 40 KHz
por quatro ciclo de 30 segundos cada em banho de gelo. Apds isotonizacdo com 5 mL de
solucdo de NacCl (0,3 M), foram empregados mais trés ciclos de ultra-som. Em seguida, a
mistura foi incubada a 4°C por duas horas sob agitacdo lenta e posteriormente centrifugada
a 12400 x g por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante obtido constituiu o extrato salino total. A
dosagem proteica foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando como padrao

de referéncia a soroalbumina bovina.
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3.5 Cromatografia de troca ionica do extrato salino de metacestddeos de 7. saginata

O fracionamento do extrato salino de metacestddeos de T. saginata foi realizado por
cromatografia de troca ionica (Figura 1). Foram utilizadas as seguintes resinas: Carboximetil-
sepharose (CM) - trocadora cationica e Dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - trocadora
anionica (GE Healthsciences, EUA). O fracionamento foi realizado em microvolume em tubo
de eppendorf. Resinas CM e DEAE foram equilibradas com 500 ul de tampao fosfato-salino
(PBS). Foi aplicado 200 pl do extrato salino de metacestddeos de T. saginata, submetido a
agitacdo horizontal por 20 minutos a 4°C. Os sobrenadantes constituiram a 1° fragdo (CMS1
e DEAES1 - que ndo interagiu com a resina). Logo em seguida, as resinas foram lavadas 3
vezes com PBS pH 7,2 e eluidas com PBS pH 7,2 acrescido de cloreto de sédio (NaCl) 0,5M.
Posteriormente foram submetidas a agitacdo horizontal por 20 minutos a 4°C e
centrifugadas por 2 minutos em 2000 rpm. Os sobrenadantes constituiram a 2° fracdo (CMS2
e DEAES2 - que interagiu com a resina). Depois as resinas foram recuperadas com 3-5 ciclos
de lavagem em tampao basico (carbonato-bicarbonato pH 9,6 — diluido 10 vezes em agua
destilada) seguido de tampao acido (acetato de sédio pH 4,5). As resinas foram estocadas
em etanol 20% e armazenadas a 4°C. Foi realizada a dosagem proteica das fracdes

resultantes pelo método de Lowry et al., (1951).
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Figura 1. Fracionamento do extrato salino de metacestddeos de Taenia saginata (ES) por
cromatografia de troca i6nica em resinas Carboximetil-sepharose (CM) - trocadora cationica
e Dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - trocadora anibnica, para obtencdo das fragdes
antigénicas: CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2.
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3.6 Andlise do perfil eletroforético das fragcdes antigénicas

3.6.1 Gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio (SDS-
PAGE) 12% foi realizada para analisar o perfil proteico do extrato salino de metacestédeos
de T. saginata e das fragOes antigénicas (CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2,). As amostras e o
padrdao de peso molecular foram submetidos a SDS-PAGE, em condi¢des desnaturantes e
ndo redutoras, de acordo com Laemmli (1970).

O gel foi preparado em suporte do sistema completo de cuba eletroforética vertical
(Hoefer S300). Antes da aplicacdo no gel, o extrato salino de metacestédeos de T. saginata e
as fracdes foram diluidos em tampdo de amostra 10x, e entdao submetidos a aquecimento
por trés minutos em banho-maria. As placas foram acopladas nas cubas contendo tampao
de corrida tris-glicina. A migracdo dos polipeptideos foi realizada em corrente de 20 mA e
voltagem de 300V por aproximadamente uma hora. Padrdo de peso molecular foi utilizado
para o calculo dos pesos moleculares relativos das bandas proteicas presentes nas amostras.

A coloracdo do gel foi feita com nitrato de prata pelo método de Friedman (1982). O
gel foi digitalizado em scanner para documentacdo. Os pesos moleculares das bandas foram
estimados por regressao linear, de acordo com o padrdo de peso molecular referéncia, a
partir do calculo da mobilidade relativa, utilizando o programa computacional Kodak 1D

Image Analysis (Eastman Kodak Co., EUA).
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3.7 Testes soroldgicos

3.7.1 ELISA para detecc¢ao de anticorpos IgG anti-metacestddeos de T. solium

As amostras foram avaliadas pelo teste ELISA para deteccdo de anticorpos IgG
circulantes. Ensaios preliminares foram realizados para determinar condi¢des dtimas para a
reacdo ELISA através das diluicdes dos antigenos, do conjugado e das amostras de soro.
Placas de microtitulacdo de poliestireno de baixa afinidade (Interlab, Sdo Paulo, Brasil) foram
utilizadas como suporte para a adsor¢do do extrato salino de metacestddeos de T. saginata
e das fragGes (CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2,) em concentragdo de 5 pg/mL a um volume
final de 50 uL/pogco em tampdo carbonato-bicarbonato 0,06 M, pH 9,6 e incubadas por 18
horas a 4 °C. Em seguida as placas foram lavadas trés vezes, de cinco minutos cada, com PBS
acrescido de Tween 20 (PBS-T) a 0,05%. As amostras de soro testadas na diluicdo 1/200 em
PBS-T acrescido de 3% de leite desnatado (PBS-TM), foram acondicionadas (50 mL/pogo) e
incubadas por 45 minutos a 37 °C. Apds novas lavagens com PBS-T, em trés ciclos de cinco
minutos, foi adicionado o conjugado IgG de cabra anti-lgG humana-peroxidase (Sigma
Chemical Co, USA) na diluicdo 1/2000 (50 mL/pogo). A reacgdo foi incubada por 45 minutos a
37 °C. Apds novos processos de lavagem a reac3o foi revelada pela adicdo de 50 uL/pogo do
substrato H,0, diluido em solugdo cromdgena de ortofenilenodiamina (OPD), preparado no
momento de uso (0,005g de OPD + 12,5mL de tampao citrato fosfato pH 5,0 + 5uL de H,0,
30%). Apds 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reagdo foi
interrompida, com a adicdo de 25ulL de solucdo 2 N de H,SO4. Os valores de absorbancia
foram determinados em filtro de 492 nm em leitor ELISA (TITERTEK MULTISKAM PLUS, Flow

Laboratories McLean, Vagua).
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Para obtencdo com precisdo do ponto étimo (cut-off), foi utilizado a analise pela
curva two-graph receiver operating characteristic (TG-ROC) (GREINER; SOHR; GOBEL, 1995).
Os resultados da reatividade dos soros foram expressos em indice de ELISA (IE) — valores de
absorbancia dividido pelo cut-off para cada extrato antigénico. As amostras com IE >1 foram

consideradas positivas.

3.7.2 Immunoblotting para detecgao de anticorpos IgG anti-metacestédeos de T. solium

Os componentes proteicos do extrato salino de metacestdédeos de T. sagianta e das
fracOes antigénicas obtidas foram submetidos a eletroforese em géis de poliacrilamida 1D e a
seguir transferidos do gel para membranas de nitrocelulose, de acordo com técnica de
Towbin, Staehelin e Gordon (1979).

Foi utilizado o sistema de eletrotransferéncia Semi-Seco (Bio-Rad, Hercules, California,
USA) para acondicionar um sandwich com papel de filtro, membrana de nitrocelulose (0,20
pum, Bio-Rad) e gel. O sandwich foi umedecido em tampdo de transferéncia (TRIS 25mM,
glicina 192nM e metanol a 20%) e colocado na cuba de transferéncia (200 mA, 30 minutos).
Ao término da transferéncia a membrana de nitrocelulose foi corada com solucdo de
Ponceau S a 0,5% em 4acido acético a 1%, para confirmar as bandas eletrotransferidas. As
membranas foram colocadas em cubas para immunoblotting e blogqueadas com PBS-T
acrescido de 5% de leite desnatado (PBS-TM) por duas horas, a TA; depois foram lavadas com
PBS-TM a 1%. As amostras de soro foram utilizadas na diluigdo 1/50 em PBS-TM a 1% para
um volume final de 500 pL/poco e as membranas foram entdo incubadas por 18 horas a 4°C
sob agitacdo horizontal lenta. Apds as 18 horas as membranas foram submetidas a seis ciclos

de lavagens durante cinco minutos cada, com PBS-T 1%, posteriormente adicionados 500uL
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do conjugado IgG de cabra anti-lgG humana-peroxidase na diluicdo 1/1500, em PBS-TM a
1%. Apos duas horas sob agitacdo lenta a TA, as tiras foram submetidas a seis ciclos de
lavagens com PBS. O teste foi revelado com Fast-DAB (Sigma-Aldrich, EUA) 3,3
diaminobenzidina (DAB) em PBS e H,0, a 30%. Apos a visualizacdo das bandas antigénicas a
reacao foi interrompida por lavagens sucessivas com dgua destilada.

O peso molecular de cada fracdo antigénica foi calculado de acordo com o padrdo de
peso molecular referéncia, a partir do calculo da mobilidade relativa, utilizando o programa

computacional Kodak 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co., EUA).

3.8 Analise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o programa computacional GraphPad Prism
versdao 5.0 (GraphPad Software, Inc.). As varidveis foram analisadas com os testes
especificos, paramétricos ou ndo-paramétricos, segundo a distribuicio dos dados. As
diferencas estatisticamente significantes foram consideradas quando p <0,05. Sensibilidade
(Se) e especificidade (Es) foram calculados de acordo com Youden (1950), utilizando as
seguintes formulas: Se (%) =[a / (a + ¢)] x 100 e Es (%) = [d / (b + d)] x 100, onde: (a):
verdadeiro positivo, (d): verdadeiro negativo, (b): falso positivo e (c): falso negativo.

Foram construidas curvas receiver operating characteristic (ROC) para descrever
indices de eficacia diagndstica (MARTINEZ; LOUZADA-NETO; PEREIRA, 2003). Area sob a
curva ou area under curve (AUC), foi calculada, onde: valores préoximos a 1 indicam um teste
informativo e valores préximos a 0,5 indicam um teste sem informacdo diagndstica (HANLEY;
MCNEIL 1982). Foi realizada a comparacdo entre os extratos antigénicos utilizando o método

descrito por Hanley e McNeil (1983), considerando p < 0,05. Razdo de verossimilhanga ou
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likelihood ratio (LR), um eficiente parametro de diagndstico, que indica o desempenho do
teste, foi calculado. LR+ = Se/(1-Es): indica a probabilidade de pacientes com NC ter um
teste positivo comparado com pacientes negativos e LR- = (1-Se)/Es: indica a probabilidade
de pacientes com NC ter um teste negativo comparado com pacientes negativos.

A correlagdo entre os extratos antigénicos foi determinada, pelo coeficiente de
correlacdo de postos de Spearman (rs), que indica a relacdo linear entre duas variaveis. O
coeficiente de correlagdo varia entre 0 e 1, valores préximos a 0 indicam que nao ha relacao

linear e valores proximos a 1 indicam que ha relacdo linear entre os extratos antigénicos.

3.9 Normas de biosseguranga

Os procedimentos de colheita e manuseio dos materiais bioldgicos e reagentes, como

também a utilizacdo dos equipamentos, foram cumpridos de acordo com as normas de

biosseguranca descrita por Chaves-Borges e Mineo (1997).
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4. RESULTADOS

4.1 Fragdes antigénicas de metacestodeos de T. saginata obtidas por cromatografia de

troca ionica

Cromatografia de troca ionica utilizando duas resinas: Dietilaminoetil-sepharose
(DEAE) (trocadora anidnica) e Carboximetil-sepharose (CM) (trocadora catibnica), foi
realizada para fracionar o extrato salino de metacestddeos de T. saginata. Quatro fracdes
distintas foram obtidas: CMS1 (ndo interagiu com a resina), CMS2 (interagiu com a resina,
apresentando residuos cationicos), DEAES1 (ndo interagiu com a resina) e DEAE S2 (interagiu
com a resina, apresentando residuos anionicos).

Cada fragdo apresentou um volume final de 200 pl. O extrato salino de
metacestddeos de T. saginata apresentava uma concentragdo proteica de 10.500 pg/mL. As
fracOes antigénicas resultantes apresentaram as seguintes concentracdes proteicas: CMS1:

4.340 pg/mL, CMS2: 870 pug/mL, DEAES1: 8.930 pug/mL e DEAES2: 1.884 pg/mL.
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4.2 Andlise do perfil eletroforético das fragcdes antigénicas em SDS-PAGE 12%

Foram analisados os perfis eletroforéticos do extrato salino de metacestédeos de T.
saginata (ES) e suas fracdes antigénicas: CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2, depois de
submetidos a SDS-PAGE 12% e corados por nitrato de prata (Figura 2). Os ES mostrou
componentes proteicos, com massas moleculares variando entre <15 a 140 kDa. As fracdes
CMS1 e CMS2; DEAES1 e DEAES2 tiveram um perfil eletroforético complementar. Nas
fracbes CMS1 e DEAES1 foram observadas bandas com massas moleculares variando de 24 a
140 kDa, com intensidade de marcacao diferenciada. A fragdo CMS2 apresentou uma porgao
enriquecida variando de 52 a 140 kDa. Todas as fragdes apresentaram um pico caracteristico
de bandas com massas moleculares de 64-68 kDa, na fragdo DEAES2 estas bandas

apresentaram marcag¢ao com maior intensidade.
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Figura 2. Perfil eletroforético do extrato salino de metacestddeos de Taenia saginata (ES), e
das fragGes antigénicas obtidas por cromatografia de troca i6nica (CMS1, CMS1, DEAES1 e
DEAES2), em SDS-PAGE a 12%, corado por nitrato de prata. PM - padrdo de peso molecular
(kDa).
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4.3 Deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestddeos de T. solium por ELISA utilizando ES,

CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2

Todas as amostras foram avaliadas pelo ELISA utilizando o extrato salino de
metacestddeos de T. saginata (ES) e suas fragBes antigénicas: CMS1, CMS2, DEAES1 e
DEAES2, obtidas por fracionamento em resina de troca io6nica (Figura 3). No Grupo 1, com
NC, 88% (40/45) das amostras foram positivas para o ES, 86% (39/45) para CMS1, 88%
(40/45) para CMS2 e 84% (38/45) para DEAES1. Quando o Grupo 1 foi testado com a fragdo
DEAES2 a positividade foi alta: 93% (42/45). No Grupo 2, com outras infec¢Ges parasitarias,
20% (10/50) das amostras de soro foram positivas para o ES e 16% (8/50) para CMS1, 10%
(5/50) para DEAES1 e DEAES2. A fragdo CMS2 apresentou baixa reatividade cruzada: 6%
(8/50). No Grupo 3, com individuos saudaveis, a positividade foi baixa para os extratos
antigénicos: 4% (2/45) para ES, CMS1, DEAES1, DEAES2 e 6% (3/45) para CMS2.

A reatividade cruzada apresentada no Grupo 2 (IR>1) foi observada quando testadas
amostras de soro de pacientes infectados com: ancilostomideos (1/5 ES, CMS1, CMS2, DEAE
S1 e DEAES2), S. mansoni (2/4 ES, CMS1 e 1/4 DEAES1, DEAES2), S. stercoralis (2/7 ES e 1/7
CMS1), A. lumbricoides (1/6 ES, CMS2 e DEAES1) e Taenia sp. (1/6 ES, CMS1, DEAES1 e
DEAES2). E em individuos com coinfeg¢do: ancilostomideo + A. lumbricoides + T. trichiura (1/1
ES, CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2), E. histolytica + G. lamblia (1/1 ES e CMS1) e H. nana +
E. vermicularis (1/1 ES, CMS1 e DEAES2).

A curva ROC e a selecdo de um ponto 6timo (cut-off) pela TG-ROC para cada extrato
antigénico, estabeleceram os melhores parametros de sensibilidade e especificidade (Figura
4). Os resultados de sensibilidade e especificidade foram: 88,8% e 87,3% para ES, 86,6% e

89,4% para CMS1 e 84,4% e 92,6% para DEAES], respectivamente. As fragdes CMS2 e
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DEAES2 apresentaram a melhor performance diagndstica com os seguintes valores de
sensibilidade e especificidade, respectivamente: CMS2 (88,8% e 93,7%) e DEAES2 ( 93,4% e
92,6%).

Analisando o desempenho do teste, indicando pela area sob a curva (AUC), pelas
curvas ROCs (Figura 4), a fracdo DEAES2 mostrou-se satisfatoriamente eficiente na deteccdo
de anticorpos IgG de pacientes com NC (AUC: 0,987), diferenciando de pacientes com outras
infeccbes parasitdrias e individuos saudaveis. As outras fracdes apresentaram eficiéncia
moderada, com valores de AUC: 0,953 para CMS1; 0,965 para CMS2 e 0,968 para DEAES1. O
calculo das likelihood ratio (LR), permite evidenciar a eficiéncia dos testes de diagndstico. As
fragbes CMS2 e DEAES2 indicaram 6timo desempenho diagndstico: LR+: 14,07 e 12,67,
respectivamente. De acordo com os valores das LRs-, a fragdo DEAES2 apresentou alta
eficiéncia de eliminar que individuos positivos tenham um teste negativo: LR-: 0,07.

Comparando as curvas ROCs, pelo painel determinado por Hanley e McNeil (1983)
(Figura 5), houve diferenca estatistica quando a comparacdo foi feita entre as fracdes
(p<0,05). Quando se comparou as fracdes com ES a fracdo DEAES2 foi significativamente
melhor, no entanto mesmo ndo havendo diferenca estatistica entre ES e CMS2, esta fracdo
apresentou bons parametros de diagndstico. CorrelagGes entre os niveis de 1gG detectados
pelas fracdes antigénicas foram realizadas no Grupo 1 (Figura 6). Pacientes com NC
obtiveram uma correlacdo positiva entre ES e as fraces analisadas: CMS1, CMS2, DEAES1 e
DEAES2, de acordo com o coeficiente ndo paramétrico de Spearman (rs) (p<0,0001). DEAES2
apresentou 89% de pacientes duplo positivos e 6,6% duplo negativos, enquanto CMS2
apresentou 86,7% de pacientes duplo positivos e 8,9% duplo negativos, quando

correlacionadas com ES.
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Figura 3. ELISA para detec¢do de anticorpos IgG anti-mestacestddeos de Taenia solium em
amostras de soro de pacientes com NC (G1; n=45), outras infec¢des parasitarias (G2; n=50) e
individuos saudaveis (G3; n=45), utilizando extrato salino de metacestédeos de Taenia
saginata (ES) e as fracOes antigénicas obtidas por cromatografia de troca i6nica (CMS1,

CMS2, DEAES1 e DEAES?). Linha pontilhada indica o cut-off (Indice ELISA >1).
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Figura 4. Curva ROC indicando o ponto 6timo da reacdo (cut-off), sensibilidade (Se),

especificidade (Es), drea sob a curva (area under curve; AUC) e razdo de verossimilhanca

(likelihood ratio; LR) para deteccdo de anticorpos IgG anti-mestacestdédeos de Taenia solium

em amostras de soro utilizando o extrato salino de metacestédeos de Taenia saginata (ES) e

as fragGes antigénicas obtidas por cromatografia de troca i6nica (CMS1, CMS2, DEAES] e

DEAES2).



42

100-
75
50
AUC z p

251 ES<CMS1 -1,2  0,4601

ES < CMS2 -0,8 0,2118

CMS1 < cms2*  -0,9  0,0253

0 T T T 1
0 25 50 75 100

)

(2)

Q

©

(1]

=

el

‘@ AUC z p

S 251 Es<DeAest L1 10,1356

v ES<DEAES2* 21 10,0178
DEAES1 < DEAES2* ~1,9  0,0287

0 : : , ,

0 25 50 75 100

AUC z p
CMS1<DEAES1* -1,3 0,006
254 CMS1<DEAES2* -2,5 0,0005
CMS2<DEAES1* -0,2  0,0005

CMS2<DEAES2* -2 0,0005
0 . : :

1
0 25 50 75 100

v

1- especificidade (Es)

Figura 5. Comparacdo das curvas ROC, utilizando o método de Hanley e McNeil (1983).
Extrato salino de metacestddeos de Taenia saginata (ES), fracGes antigénicas obtidas por
cromatografia de troca ionica: (CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2) e area sob a curva (area
under curve; AUC).
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Figura 6. Correlacdo entre niveis de 1gG anti-metacestédeos de Taenia solium para o extrato
salino de metacestddeos de Taenia saginata (ES) e as fragdes antigénicas obtidas por
cromatografia de troca i6nica (CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2), nos pacientes com NC (G1;
n=45). Linha pontilhada indica o cut-off (indice ELISA >1). Coeficiente de correlagdo de
Spearman (rs). Resultados positivo e negativo sdo indicados nos quadrantes
correspondentes.
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4.4 Immunoblotting para detecgcdao de anticorpos IgG anti-metacestédeos de 7. solium

utilizando ES, CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2

O teste Immunoblotting foi realizado com todas as amostras de soro reativas no teste
ELISA para ES e as fra¢Oes antigénicas obtidas, para certificar a reatividade cruzada com o
Grupo 2, todas amostras de soro foram testadas com as fracbes de interesse CMS2 e
DEAES2. No Grupo 1, houve reconhecimento das proteinas imunodominantes com massa
molecular (12-14, 24, 39-42, 47-52, 64-68, 70, 75, 80, 86, 100 e >140 kDa) para ES. Proteinas
de alto peso molecular (=80 kDa) foram eliminadas do diagnéstico de acordo com Barcelos
et al. (2007). Pacientes com NC ativa manifestaram alta frequéncia de proteinas com peso
molecular de 39-42, 47-52 e 64-68 kDa quando utilizado a fracdo DEAES2 (Figura 7A).
Pacientes com NC inativa manifestaram bandas de alto peso molecular quando utilizado o ES
e as quatro fragdes antigénicas (Figura 7B). No Grupo 2 houve reconhecimento de bandas
>80 kDa, quando utilizado ES, CMS1, DEAES1 e DEAES2. Ndo houve reconhecimento de

bandas em amostras de soro de pacientes do Grupo 3 (Figura 8).
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Figura 7. Immunoblotting para deteccdo de anticorpos IgG anti-mestacestédeos de Taenia
solium em amostras de soro de pacientes com NC ativa (A) e NC inativa (B), utilizando o
extrato salino de metacestddeos de Taenia saginata (ES) e as fragcdes antigénicas obtidas por
cromatografia de troca i6nica (CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2). PM - padrdo de peso
molecular (kDa).
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Figura 8. Immunoblotting para deteccdo de anticorpos IgG anti-mestacestédeos de Taenia
solium em amostras de soro de pacientes com outras infec¢do parasitarias (G2) e individuos
sauddveis (G3), utilizando o extrato salino de metacestddeos de Taenia saginata (ES) e as
fragcbes antigénicas obtidas por cromatografia de troca i6nica (CMS1, CMS2, DEAES1 e
DEAES2). Linhas 1, 2, 3, 4 e 5: pacientes com outras infeccdes parasitarias (Taenia sp.,
Hymenolepis nana, ancilostomideo, Ascaris lumbricoides e Schistosoma mansoni). Linha 6:
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5. DISCUSSAO

O diagndstico da NC baseia-se principalmente na neuroimagem, que nem sempre é
acessivel na maioria das areas afetadas (GUINTO; GUINTO, 2013). O principal fator limitante
com relacdo aos testes imunolégicos trata-se da dificuldade de obtencdo de metacestédeos
de T. solium, principalmente em areas ndo endémicas (ISHIDA et al., 2003). De acordo com
estudos realizado por Oliveira et al., (2009), o extrato salino de metacestédeos de T.
saginata pode ser utilizado como antigeno alternativo para o imunodiagndstico da NC.

Antigenos heterélogos no diagndstico da NC humana, tanto em amostras de soro
quanto de liquor, tem sido descrita com antigeno de T. crassiceps (LARRALDE et al., 1989;
BARCELOS et al., 2001), no entanto a facilidade de obter metacestddeos de T. saginata em
regides ndo endémicas, facilita a producao do antigeno heterdlogo de metacestédeos de T.
saginata (SAKO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007, 2009).

Um fator limitante no imunodiagndstico da NC é a reatividade cruzada quando se
utiliza extratos antigénicos totais. Sabe-se que os extratos antigénicos totais sdao constituidos
por diversos compostos proteicos comuns entre varios parasitos. Desta forma, o
fracionamento do extrato salino de metacestddeos de T. saginata possibilita uma elevada
eficiéncia diagndstica, visto que limita as ligacGes inespecificas com outros parasitos.

As altas sensibilidades e especificidades obtidas em testes imunoldgicos utilizando
fracdes antigénicas purificadas sdo fatores determinantes para obter reacles
verdadeiramente positivas e que minimizem a reatividade cruzada com outros parasitos
(GONCALVES et al., 2010, NUNES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2010;

GONZAGA et al., 2013).
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Técnicas de fracionamento de extratos totais incluem o uso de ensaios
cromatograficos. O fracionamento por cromatografia de troca i6nica basea-se na separacao
de proteinas pela carga molecular, proteinas sdo ligadas as resinas por interacdes
eletrostaticas. Essa técnica utiliza as resinas: Carboximetil-sepharose (CM) - trocadora
cationica e Dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - trocadora anidnica. O presente estudo foi o
primeiro a utilizar a cromatografia de troca i6nica para obtencao de fracGes antigénicas de
metacestddeos de T. saginata potencialmente apliciveis no imunodiagndstico da NC. Essa
técnica de fracionamento é uma ferramenta vidvel visto que é de baixo custo e facil
execugao.

A caracterizacdo parcial das fragcdes antigénicas obtidas por cromatografia de troca
ibnica por eletroforese unidimensional revelou um perfil de componentes complementares
ao extrato salino de metacestédeos de T. saginata. Foi observado bandas caracteristicas de
64-68 kDa, importantes marcadores no diagndstico da NC (OLIVEIRA et al., 2007). Houve
uma regido enriquecida de bandas especificas para o diagndstico da NC (39-42, 47-52 e 64-
68 kDa), quando utilizado a fragdo DEAES2, destacando sua alta sensibilidade nos testes
imunolégicos empregados.

A analise da curva TG-ROC para o teste ELISA possibilitou a obtencdo de um ponto
o6timo de corte para cada fracdo antigénica estudada, entdo um perfil diferencial na
deteccdo de anticorpos IgG contra cada fracdo antigénica foi observado. Parametros
diagndsticos foram observados, demonstrando que a fragées CMS2 e DEAES2 apresentaram
melhor performance diagndstica: sensibilidade (88,8% e 93,7%), especificidade (93,4% e
92,6%), respectivamente.

De acordo com Jaeschke et al., (1994), valores de LR maiores de 10, confirmam o

diagndstico da doenca, e valores abaixo de 0,1 excluem o diagndstico da doenca. A fracao
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DEAES2 apresentou dtimos valores: LR+: 12,67 e LR-: 0,07. Em paralelo a fracdo CMS2
apresentou valor excepcional da LR+: 14,07, destacando sua importancia do diagndstico da
NC. A correlacdo encontrada nos pacientes com NC entre ES e DEAES2 para deteccdo de
anticorpos IgG indicaram que esta fracdo contém antigenos envolvidos na resposta imune da
NC, pois 89% dos pacientes com NC reagiram aos dois antigenos e 6,6% dos pacientes do
Grupo 1, foram negativos aos dois antigenos. No entanto a fracdo antigénica CMS2,
apresenta proteinas imunodominantes reconhecidas por pacientes com NC, uma vez que
86,7% dos pacientes apresentaram positividade, quando correlacionado ES e CMS2.

Utilizando fragdes antigénicas de metacestédeos de T. saginata, Oliveira et al., (2007)
encontraram proteinas com peso molecular de 39-42 e 64-68 kDa, quando testadas com
pacientes com NC ativa. Barcelos et al., (2007) identificaram os marcadores antigénicos: 47-
52, 64-68 e 70, usando amostras de soro e/ou liquor de pacientes com NC ativa. A fragdo
antigénica obtida por cromatografia de troca i6nica de metacestédeos de Taenia hydatigena
foi avaliada para o diagndstico da cisticercose ovina, revelando a presenca de proteinas de
68 kDa (PANDA; GHOSH; VARMA, 2000).

A fracdo DEAES2 apresentou alta frequéncia das proteinas: 39-42, 47-52 e 64-68 kDa,
em pacientes com NC ativa, sugerindo que a fracdo DEAES2 é relevante no imunodiagndstico
da NC. No presente estudo amostras de soro de pacientes com NC inativa reconheceram
bandas de 75 kDa, quando usado o extrato salino de metacestédeos de T. saginata e as
fracoes CMS2 e DEAES2, sugerindo um possivel marcador antigénico para o diagndstico da
NC inativa.

Reatividade cruzada com bandas (= 80 kDa) foi encontrada utilizando antigeno
heterélogo de metacestédeos de T. saginata e/ou antigeno homdlogo de metacestédeos de

T. solium (BARCELOS et al., 2007). Esses dados evidenciam a menor especificidade da fracdo
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DEAES2, comparada com a fragdo CMS2 uma vez que houve reatividade cruzada com
componentes de alto peso molecular no Grupo 2, quando utilizado a fracdo DEAES?2.

Resultados falso-positivos foram gerados com os seguintes parasitos: Taenia sp., H.
nana, ancilostomideos, A. lumbricoides e S. mansoni, em estudos anteriores esses parasitos
foram os principais responsaveis pela reatividade cruzada na sorologia da NC, juntamente
com Echinococcus granulosus, que ndo foi testado no presente estudo devido a falta de
amostras de soro, jd que a regido ndao é endémica para esta parasitose. Em contraste a
fragdo CMS2 nao apresentou reatividade cruzada com componentes do Grupo 2 sendo
altamente especifica, salientando sua importancia no diagnéstico da NC. No Grupo 3 ndo
houve reconhecimento de bandas, destacando a alta especificidade das fragées CMS2 e
DEAES2.

Para obter fragdes antigénicas mais purificadas e com elevado potencial no
diagndstico da NC, técnicas de fracionamento sequenciais, como a cromatografia de gel
filtracdo em conjunto com a cromatografia de troca ibnica, poderdao ser utilizadas para
fracionar o extrato salino de metacestdodeos de T. saginata. Esse arranjo em série foi
empregado para purificacdes de componentes metabdlicos de outras espécies de parasitos
(McGONIGLE; DALTON, 1995; AMLABU; NOK; SALLAU, 2009). Entretanto, foi pouco utilizado
para purificacdes antigénicas com propdsitos diagndsticos (REVILLA-NUIN et al., 2005). Assim
componentes de alto peso molecular serdo excluidos, aumentando a especificidade das
reacOes ELISA e immunoblotting, no diagndstico da NC.

As vantagens do presente estudo se devem ao uso de fra¢cdes antigénicas obtidas por
cromatografia de troca ibnica a partir do antigeno heterélogo de metacestédeos de T.
saginata. As fracbes CMS2 e DEAES2 foram usadas pela primeira vez nos testes ELISA e

immunoblotting, mostrando altos parametros diagndsticos e sugerindo a busca de
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polipeptidios imunodominantes no diagndstico da NC. Com o avan¢o da protedmica as
fracoes CMS2 e DEAES2 poderdo ser identificadas com discriminacdo de componentes
sensiveis ou inespecificos e ferramentas diagndsticas, vacinas ou terapéuticas poderdo ser

desenvolvidas.
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6. CONCLUSAO

As fragdes antigénicas CMS2 e DEAES2 obtidas a partir do fracionamento do extrato
salino de metacestdédeos de T. saginata por cromatografia de troca iGnica, em resinas
Carboximetil-sepharose (CM) - trocadora cati6nica e Dietilaminoetil-sepharose (DEAE) -
trocadora anibnica sdo fonte de antigenos especificos para imunodiagnéstico da NC
humana. Foi possivel distinguir pacientes com NC ativa de NC inativa pelo immunoblotting
revelando o reconhecimento especifico das bandas 39-42; 47-52; 64-68 kDa (NC ativa) e 75

kDa (NC inativa).
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