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RESUMO

A neurocisticercose humana é decorrente do parasitismo de
metacestddeos de Taenia solium no Sistema Nervoso Central. A dificuldade de
obtencdo destas larvas para a preparagio de extratos antigénicos utilizados na
realizacio de testes imunologicos no diagnodstico da cisticercose humana
continua sendo o fator limitante na padronizag¢do de novas tecnologias. A busca
de extratos antigénicos homoldgos € heterdlogos alternativos se faz necessario
para a aplicagdo de testes de altas sensibilidade e especificidade. Os objetivos
deste trabalho foram: produzir extrato salino total e extrato sulfato duodecil de
sodio (SDS) de metacestodeos de 7. solium e de Taenia crassiceps; utilizar o
teste ELISA com extrato salino de metacestodeos 7. solium e padronizar a sua
utiliza¢do frente ao extrato SDS homélogo e frente aos dois extratos antigénicos
heterologos e padronizar o teste “Western Blotting” frente aos quatro extratos
obtidos. O ELISA foi realizado em 84 amostras de liquido cefalorraquidiano
(LCR), 40 de pacientes com neurocisticercose comprovada ¢ 44 de pacientes
com outras alteragdes neurologicas. O “Western Blotting” foi realizado em 50
amostras de LCR, 40 com neurocisticercose ¢ 10 com outras alteragdes
neurologicas. A sensibilidade do ELISA foi de 100%, 85%, 95% ¢ 87,5% € 0s
indices de especificidade foram: 100%, 97,9%, 97,7 e 100% para os extratos:
salino homologo, salino heterdlogo, SDS homoélogo e SDS heterdlogo
respectivamente. Através do “Western Blotting” foram imunodominantes, em
ordem decrescente de freqii€ncia de reconhecimento, os marcadores antigénicos:
64-68 ¢ 45kDa; 108-114, 92-95, 64-68 ¢ 88kDa; 64-68, 108-114, 77 ¢ 86kDa ¢
108-114, 88 e 92-95 kDa nos extratos salino homologo, salino heterélogo, SDS
homélogo e SDS heterdlogo respectivamente. Concluiu-se que o0s quatro
extratos podem ser utilizados no diagndstico desta parasitose, ressaltando que 0s
extratos SDS apresentaram concentragdes protéicas superiores aos extratos
salinos correspondentes, portanto proporcionaram maior rendimento quantitativo

dos ensaios.
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SUMMARY

Human neurocysticercosis is caused by Taenia solium
metacestode infection in the Central Nervous System. The restriction for
obtaining these larvas in the preparation of antigenic extracts used in the
immunodiagnostic tests for human cysticercosis is a major problem for the
standardization of new tests. The investigation of alternative homologous and
heterologous antigens is necessary for the development of tests presenting high
sensitivity and specificity. The mam goal of the present work was to carry out a
comparative study of the total saline and sodium dodecyl sulfate (SDS) extracts
of 7. solium and Taenia crassiceps metacestodes. ELISA was initially used with
total saline extract from 7. solium metacestode, and afterward with three other
antigen preparations. In addition, Western-blotting was also studied for all
antigenic extracts. It was studied 84 cerebrospinal fluid samples (LCR) by
ELISA, 40 from patients with neurocysticercosis and 44 patients with other
neurological alterations. Western- blotting was performed in 50 LCR samples,
40 from patients with neurocysticercosis and 10 from patients with other
neurological diseases. The sensitivity of ELISA was 100%, 85%, 95% and
87.5% and the specificity was 100%, 97.9%, 97.7% and 100%, respectively, for
homologous total saline, heterologous total saline, homologous SDS and
heterologous SDS extracts. Immunodominant peptides detected by Western-
blotting in decreasing percentage of recognition were: 64-68 and 45 kDa for
homologous total saline; 108-114, 92-95, 64-68 and 88 kDa for heterologous
total saline; 64-68, 108-114, 77 and 86 kDa for homologous SDS; and 108-114,
88 and 92-95 kDa for heterologous SDS antigenic preparation. Taken together,
it can be concluded that all antigenic extracts can be used in the diagnosis of
human neurocysticercosis, emphasizing that the SDS extracts presented higher
protein concentrations than the saline extracts and therefore they provided better

yield in the antigenic preparations.
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1. INTRODUCAO

O Complexo Teniase-Cisticercose constitue um grave
problema de satide publica, identificado desde a antigiiidade ¢ influenciado por
fatores demograficos, técnicos e politicos (SCHANTZ, SARTI, 1989). O
metacestodeo (larva ou cisticerco) de T. solium foi descrito pela primeira vez
por Aristophanes, entre 380 ¢ 375 a.C., como “pedras™ localizadas sob a lingua
de suinos. Posteriormente Aristoteles descreveu as caracteristicas gerais da
cisticercose suina. As “pedras” foram descritas como parasitos de suinos por
Redi (1693) e Malpighi (1698). A presenca de metacestédeos em humanos foi
descrita por Werner (1786). Em 1800 Zeder identificou o género Cysticercus.
Em 1885 Kuchenmuster demonstrou que o parasito em suinos era a forma
larvéaria de 7. solium cujo adulto se desenvolve no homem. Em 1909 Rudolphi
classificou a espécie Cysticercus cellulosae, esta nomenclatura até hoje é
utilizada, porém sem respaldo das regras de taxonomia. A neurocisticercose
humana foi descrita pelo médico Cobbold em 1864, que alertou sobre a
contaminag¢do atraves da ingestdo de ovos do parasito.

A teniase ¢ uma parasitose intestinal humana provocada
pelo estagio adulto de Taenia solium (Linnaeus, 1758) ou de Taenia saginata
(Goeze, 1782); e a cisticercose resulta do parasitismo das larvas dessas ténias
nos tecidos de seus respectivos hospedeiros intermedidrios: suino e bovino.
Estes parasitos pertencem ao Filo Platyhelminthes, Classe Cestoidea, Ordem
Cyclophyllidea e Familia Taeniidae (REY, 1992).




O ciclo de vida de 7. solium tem o homem como
hospedeiro definitivo € o suino como hospedeiro intermediario. Os suinos
adquirem a cisticercose pela ingestdo de ovos do parasito; as larvas
metacestodeas se desenvolvem nos musculos esqueléticos e cardiaco, nos
olhos e, no sistema nervoso desses animais. O homem ao ingerir carne, mal
cozida ou crua, de suinos infectados por metacestodeos de 7. solium adquire a
teniase, que constitui uma helmintiase intestinal. O homem infectado elimina
proglotes gravidas nas fezes e estas contém cerca de 30.000 a 50.000 ovos
cada; os suinos possuem habitos de coprofagia, tendo oportunidade, podem se
contaminar pela ingestdo das proglotes, completando o ciclo de vida do
parasito (WEBBE, 1994). No ciclo de vida de 7. saginata o homem também &
o hospedeiro definitivo € o bovino ¢ o hospedeiro intermediario, acidental,
visto que ndo ¢ coprofagico. Cada proglote gravida eliminada pelo homem,
infectado por I saginata, contém de 80.000 a 100.000 ovos do parasito. As
formas adultas desta ténia podem medir de quatro a 12 metros de comprimento
e de T solium, de um e meio a quatro metros; podem sobreviver de trés a sete
anos, em média, no hospedeiro humano. A tenfase raramente causa
sintomatologia importante, ¢ quando o faz é inespecifica. As formas larvarias
podem sobreviver em outros mamiferos ndo os suinos e bovinos, porém as
formas adultas dos referidos cestodas somente sobrevivem no hospedeiro
humano (DEL BRUTTO, SOTELO, 1988; WEBBE, 1994).

Os ovos de T. solium podem infectar o homem,
causando cisticercose humana, que resulta num ciclo de vida incompleto; visto
que os metacestodeos ndo conseguem atingir o estigio adulto. Esta infecgdo
esta relacionada com a falta de higiene pessoal, a transmissdo via fecal-oral,
auto-infecgdo; ou através da contaminagdo de alimentos e/ou 4gua com ovos
do parasito, hetero-infec¢gdo (WEBBE, 1994). Ha raros relatos de cisticercose

humana por outros tenideos: Taenia taeniaformis (Batsch, 1786) e Taenia



crassiceps (Zeder, 1800; Rodolphi, 1810), cujos estagios adultos sdo parasitos
de gatos e raposas respectivamente. Também é rara a infecgdo de humanos por
tenideos que parasitam cdes como Taenia multiceps (Leske, 1780) e Taenia

serialis (Gervais, 1847) (apud RICHARDS, SCHANTZ, 1991).

1.1. Aspectos Morfobiologicos dos Metacestédeos de Taenia solium

Os ovos de 7. solium apds serem ingeridos pelo
hospedeiro sofrem a agdo proteolitica dos sucos gastrico e pancreatico, no
estomago, liberando os embrides ou oncosferas. Somente poucas oncosferas
sobrevivem a agdo imune e fisico-quimica local do intestino atravessando a
mucosa intestinal, vias linfaticas e capilares regionais, atingem a circulagdo
sangiiinea, sendo transportadas ao figado e pulmdes e posteriormente para a
circulagdo sistémica, alojando-se principalmente no cérebro, olhos, musculos e
tecido subcutdneo. Nestes locais sofrem modificagdes e ao final de 60 a 70
dias transformam-se em metacestodeos (ou cisticercos) que consistem em uma
vesicula semitransparente contendo liquido, e um escélex invaginado que
possul quatro ventosas, um rostro com 24 a 32 acileos ou ganchos. As
vesiculas variam de tamanho, medindo em média 15 mm de comprimento por 8
mm de largura. Excepcionalmente, pode desenvolver-se uma forma especial de
metacestodeo, o0 racemoso, de tamanho consideravelmente maior,
apresentando vesiculas intercomunicantes, perda de escélex e possuindo cilios
em sua superficie externa (WEBBE, 1994).

O numero de metacestodeos é variavel em cada local
anatomico ¢ de um paciente para outro, podendo ir desde dez até 200 ou
mais. O cérebro ¢ acometido pelo menos em 60% dos casos, nele estas larvas
se localizam em diferentes regides, principalmente no parénquima,
circunvolugdes, espago sub-aracndideo, meninges, cisternas basais, ventriculos

e raramente na medula espinhal (FLISSER et al., 1986).
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Os metacestodeos invaginados podem permanecer assim
durante muitos anos (até mais de 30), embora o tempo médio de vida seja
estimado em cinco a sete anos, quando comeg¢am a se degenerar e morrer. Este
fato pode coincidir com o inicio da sintomatologia clinica em cerca de 80%
dos pacientes, entretanto, existem pessoas que permanecem assintomaticas por
toda a vida, e apds necropsia por outra causa é que se descobre a existéncia
dos metacestodeos (SPINA-FRANCA, LIVRAMENTO, MACHADO, 1993).

As manifestagdes clinicas da doenga estdio na
dependéncia da interagdo dos seguintes fatores:

- Numero de metacestodeos;

-Localizagdo e tamanho dos metacestédeos, quando
localizados em areas silentes, podem passar desapercebidos, entretanto,
quando se situam em d4reas nobres podem incitar o desenvolvimento de
quadros neurologicos (CAMARGO-LIMA, 1966);

- Tempo de evolugdo, é muito variavel, geralmente,
desconhecido e dificil de se definir a data da infecgdo. Além disto existe
assincronismo entre o processo de degeneragdo ¢ a morte das larvas, fato este,
que pode se evidenciar nos achados tomograficos, onde é usual a visualizagdo
simultinea de metacestodeos viaveis, em processo de degeneragio e
calcificados (SPINA-FRANCA, KLEINE, 1982).

- Interagdes parasito-hospedeiro, constituem aspectos
fundamentais e que ainda ndo estdo totalmente desvendados, dificultando o
entendimento da complexidade e a heterogeneidade da resposta imune do
individuo contra o parasito (FLISSER et al., 1986).

- As alterages mentais e do comportamento que o
paciente de neurocisticercose pode apresentar chamam a atengdo,
especialmente, pela complexidade e variabilidade de manifestagdes que podem

oscilar desde alteragdes de memoria, disturbios conductuais até verdadeiras
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psicoses. A multiplicidade dos sinais e sintomas cerebrais sdo explicados em
parte por fendmenos mecanicos, obstrutivos e degenerativos dentro do
processo inflamatério cronico gerado pela doenga (ESTANOL, CORONA,
ABAD, 1986; FORLENZA et al., 1988; TAVARES, 1993).

1.2. O Diagnéstico da Cisticercose Humana
O diagnostico da cisticercose humana, principalmente da
neurocisticercose, ¢ determinado ap0s a andlise de dados clinicos,

epidemioldgicos, diagnostico por imagem e imunolégicos do paciente.

1.2.1. Classificac¢iio Clinica da Cisticercose Humana

A cisticercose humana se distingue clinicamente em
assintomatica e sintomatica; e de acordo com a localizagdo do parasito, quatro
grupos de pacientes sdo identificados: no primeiro incluem-se os pacientes
com metacestodeos distribuidos nas visceras, pele e musculos (cisticercose
disseminada); o segundo grupo é composto de individuos afetados nos olhos e
Orbita ocular (cisticercose oftalmologica); no terceiro caso os individuos
apresentam parasitos no SNC (neurocisticercose); e, na quarta situagdo as
pessoas apresentam mistura das classificagdes anteriores (ZENTENO-
ALANIS, 1982).

As manifestagdes de infecgdo ativa por estas larvas sdo
mais evidenciadas na forma de neurocisticercose, com sintomatologia variavel:
hidrocefalia, hipertensdo intracraniana aguda, epilepsia e outras disfungdes
neurologicas € psiquidtricas (WILSON, TSANG, 1995). A cisticercose
humana ¢ identificada como a principal causa de epilepsia nos paises em

desenvolvimento (RICHARDS, SCHANTZ, 1991).




1.2.2. Epidemiologia da Cisticercose Humana

O hospedeiro definitivo e obrigatorio de 7. solium é o
homem. Nio ha reservatério silvestre importante (SCHANTZ et al., 1994).
Portanto, os mecanismos de transmissdo da cisticercose: homem-suino,
homem-homem tém como fator primordial as condigdes s6cio-econdmicas €
culturais do préprio ser humano. Dentre estas condigdes destacam-se as
sanitarias: higiene pessoal, contaminagdo da agua e de alimentos com ovos do
parasito provenientes de individuos infectados pela forma adulta de 7. solium.
Outro fator importante para manter a endemia de cisticercose numa dada
regifo geografica ¢ o sistema primitivo de criacdo de suinos, pois permite o
contato destes animais com fezes humanas mantendo o ciclo de vida de T
solium. Este fator, aliado ao habito de ingestdo de carne suina mal-cozida,
aumenta a prevaléncia da teniase estritamente relacionada com a cisticercose
humana e suina (DEL-BRUTTO, SOTELO, 1988; WEBBE, 1994;
AGAPEIJEV, 1996).

A cisticercose ¢ endémica na América Latina,
notavelmente no México, Guatemala, El Salvador, Honduras, Colombia, Peru,
Bolivia e Brasil; Asia e Africa (SCHANTZ, SARTL 1989). Nos Estados
Unidos da Ameérica do Norte (USA), a cisticercose humana tem sido
diagnosticada com maior freqiiéncia nos tultimos anos; devido a crescente
imigragdo de individuos provenientes de areas endémicas de 7. solium
(RICHARDS, SCHANTZ, 1991). No Brasil, a prevaléncia desta parasitose
nas diversas regides geograficas foi estimada por VIANNA et al. (1986),
através de um estudo soroepidemioldgico da cisticercose humana em Brasilia,
Distrito Federal, sendo 8,1 % na regido Sudeste, 5,8 % no Nordeste, 5,3 % no
Centro-Oeste ¢ 3,5 % no Sul do pais.

Em Uberlandia, Minas Gerais, a prevaléncia de

cisticercose humana em necropsia foi analisada por COSTA-CRUZ et al.




(1995). Estes autores analisaram no periodo de 1971 a 1993, 2862 ocorréncias
de necropsia e encontraram 1,4% de prevaléncia desta parasitose, em

individuos com idade acima de um ano.

1.2.3. Biopsias, Imagens e Necropsia na Identificacio da Cisticercose
Humana

A demonstragdo direta do parasito para o diagnéstico de
cisticercose ¢ possivel quando sua localizagdo ¢ subcutdnea ou muscular,
através de biopsias. No entanto, quando os metacestddeos se situam no SNC
sdo necessarios métodos indiretos de diagndstico, através de radiografias,
tomografia axial computadorizada (TC) ou ressondncia magnética associados
com alteragdes no liquido cefalorraquidiano (LCR) do paciente (MALAGON,
1989). As radiografias simples mostram lesdes calcificadas em pacientes com
neurocisticercose; porém, nio distinguem estes aspectos de outras alteragdes
neurologicas como: carcinoma metastatico, tumores ou OUtros pProcessos
infecciosos (tuberculomas, abcessos bacterianos, viroses, infec¢do fungica e
outros parasitos) (RICHARDS, SCHANTZ, 1991).

Na TC o aspecto do parasito ¢ a natureza da resposta
inflamatéria influenciam marcadamente na aparéncia radiologica da
cisticercose; a TC identifica tanto metacestodeos vivos (hipodensos) quanto
calcificados (hiperdensos) localizados, principalmente, no parénquima cerebral
(AGGARWAL, 1993).

A ressonincia magnética € a técnica mais recente de
diagndstico por imagem, de alto custo e, de grande valor diagndstico nos casos
em que a TC nfo € conclusiva: cisticercos localizados intraventricularmente,
lesdes na base do cérebro, cisticercos viaveis no cortex cerebral, na parede
das meninges cerebrais ou nas cisternas cerebrais ou, ainda, na medula

espinhal (RICHARDS, SCHANTZ, 1991).




Os laudos de necropsia possibilitam analises
retrospectivas da morbidade desta parasitose em determinada area de estudo,
num determinado periodo de tempo. A ocorréncia de cisticercose em necropsia
realizadas no Brasil de 1916-1991 foi revisada por . COSTA er al. (1995) que
encontraram indices variando de 0,12 a 3,6 %. Verificaram, também, que 0s
dados estatisticos de Obitos humanos por neurocisticercose no Brasil,
distribuidos por regides e estados, no periodo de 1980 a 1989 demonstraram
que a regido Sudeste teve o maior niimero de casos, estando em primeiro lugar

o Estado de Sdo Paulo, seguido do Parana e de Minas Gerais.

1.2.4. Testes Imunologicos Utilizados na Deteccio de Anticorpos Anti-
metacestodeos de 7. solium

Os fluidos biologicos que sdo utilizados para o
diagnostico da cisticercose constam de sangue de pungdo digital, soro, LCR,
humor aquoso ou ainda, a saliva, utilizados de acordo com a sintomatologia, o
hospedeiro, ou o tipo de estudo (COSTA-CRUZ, 1995).

A classica reagdo de fixagdo de complemento (RFC),
descrita por WEINBERG em 1909 e utilizada no diagndstico humano por
MOSES em 1911, passou até a década de 80 a ter papel central no auxilio
diagnostico, tendo sua positividade sido incorporada a sindrome liquérica da
neurocisticercose. As técnicas de RFC utilizam: 50% de hemolise, 100% de
hemolise e microtécnica em placas. Em casos de longa evolugdo da infecgdo a
reagdo tende a fraca positividade com posterior negatividade; e pode
apresentar reagdes cruzadas com neurossifilis e esquistossomose. Os extratos
parasitarios apresentam substéncias promotoras ou inibidoras do complemento
dificultando a eficiéncia do teste RFC (LARRALDE, 1989). Diante das
limitagdes na obtengdo e preservagdo dos reagentes biologicos, GARCIA e

SOTELO (1991) descreveram um novo teste de fixagdo de complemento para




o diagnostico da cisticercose em amostras de LCR, porém ndo eliminaram as
reacgdes inespecificas.

A intradermorreagdo e as reagdes de precipitagdo em
tubos ou gel de &gar, tanto por dupla imunodifusdo, quanto por
imunoeletroforese ou contraimunoeletroforese, ja foram usadas no diagndstico
de cisticercose, mas ndo obtiveram sucesso, especialmente em func¢do de sua
baixa sensibilidade (COSTA-CRUZ, 1995).

A reagdo de hemaglutinagdo indireta ¢ simples, rapida e
de baixo custo operacional, a sensibilidade deste teste ¢ relativamente baixa
pois anticorpos IgG e IgM se ligam as hemacias sensibilizadas, e sabe-se que
a eficiéncia de IgM se ligar pode chegar a 750 vezes mais que da IgG
especifica  (apud PIALARISSI, NITRINI, 1995); além disto, para se
comparar os resultados entre diferentes laboratorios, é necessario que se
uniformize o método de preparo dos antigenos, devido a grande freqiiéncia de
resultados falso-positivos (COSTA-CRUZ, 1995). FERREIRA et al. (1997)
desenvolveram um método em que os reagentes finais da hemaglutinagdo
indireta permanecem estabilizados por um periodo de seis meses utilizando
50 % de glicerol, armazenamento a 4 °C e hemacias de ganso.

O teste de eritroimunoadsorgdo por captura para o
imunodiagnostico da neurocisticercose em amostras de LCR, foi padronizado
por PIALARISSI, NITRINI (1994), este ¢ um teste simples cujo principio € a
modificagdo de um teste de hemaglutinagio indireta: sensibilizando,
previamente, as placas de microtitulagio com um imuno-soro classe especifico.
Este método difere da hemaglutinagdo passiva pois detecta somente os
anticorpos especificos.

A aplicabilidade da reagdo de imunofluorescéncia
indireta no diagnostico da cisticercose foi comprovada em varios estudos e, é

utilizada na rotina para detec¢do de anticorpos fixados contra estrutura do
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parasito, empregando tanto cortes da larva, por congelagdo, quanto antigenos
particulados (MACHADO, CAMARGO, HOSHINO, 1973). O uso de
diferentes anticorpos marcados com isotiocianato de fluoresceina possibilita
conhecer e quantificar as classes de imunoglobulinas envolvidas, porém o
indice de reagdes cruzadas com outros cestodas é grande em areas endémicas
(LARRALDE, 1989).

Através do teste de radioimunoensaio, SHORT et al.
(1990) demonstraram que a subclasse de imunoglobulina IgG4, total e
especifica, apresenta niveis elevados no LCR de pacientes com
neurocisticercose, sugerindo que esta desempenha papel importante na
resposta humoral contra a parasitose em questio. Analisaram também os
niveis de IgE, total e especifico, dos mesmos pacientes e concluiram que ndo ¢
significante 0 aumento da produgdo desta imunoglobulina.

A mtroducdo de métodos imunoenzimaticos como o teste
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), que ndo utilizam radioatividade,
possibilitam a detecgdo de anticorpos especificos contra determinada doenga,
possuem altas sensibilidade e reprodutibilidade ¢ uma boa especificidade;
representam 0s avangos no diagnostico laboratorial da cisticercose humana
(Quadro I) e animal. O teste ELISA foi padronizado, também, para a pesquisa
de anticorpos IgM anti-metacestodeos de 7° solium em amostras de LCR
(COSTA et al., 1985). Foram demonstradas as classes de imunoglobulinas, de
acordo com os niveis detectados, em ordem decrescente: IgG, IgM, IgA e IgE
envolvidas na resposta humoral contra neurocisticercose, sendo que IgG ¢ a
mais freqiientemente encontrada, € sua sintese ocorre no SNC (CORREA et
al., 1985; ESPINOZA et al., 1986). Niveis de IgE elevados foram detectados
por MELO et al. (1997) em 27,6 % dos pacientes com neurocisticercose

analisados, pelo método ELISA em amostras de LCR.
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A utilizagdo de diferentes fragdes antigénicas desta larva,
tais como o extrato salino total, liquido de vesicula, extrato alcalino total,
extrato de escoleces ou de membrana, resulta em diferengas de sensibilidade e
especificidade do teste (COSTA, 1986) conforme demonstrado no Quadro I;
onde observamos também que a sensibilidade e especificidade do teste ELISA,
no diagnostico de neurocisticercose, € maior em amostras de LCR, devido ao
grande numero de reagles cruzadas com outras endemias no soro dos
individuos, conforme foi demonstrado por LARRALDE et al. (1986). O
Quadro II apresenta diversas aplicagdes do teste ELISA no diagndstico de
neurocisticercose humana, onde se observa predominancia de testes realizados
em paises como o Brasil € o México, areas endémicas para esta parasitose.

O teste Dot ELISA, utilizando tecido resina ou
nitrocelulose, foi padronizado, utilizando 0 mesmo principio basico do ELISA
com antigenos quimicamente ligados ao tecido e interpretagio  visual
comparando-se com os controles (VAZ, FERREIRA, 1988).

“Western Blotting” ¢ um teste que envolve separagdo de
antigenos por SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrilamide gel
eletrophoresis) transferindo-os para membranas de nitrocelulose ¢
identificando anticorpos contra determinada doenga. Através de reagdes com
as proteinas transferidas para a nitrocelulose, o resultado ¢ visualizado pela
coloragdo das bandas reagentes com as amostras bioldgicas que‘contenham
anticorpos especificos para cisticercose (BRAND, TSANG, 1989).

Os testes “Western Blotting” padronizados para o
diagnostico desta parasitose, com a identificagdo de varias bandas especificas,
conforme a metodologia adotada, estdo sintetizados no Quadro II1.

No Quadro IV observa-se as aplicagdes dos testes

“Western Blotting”, onde a metodologia padronizada por TSANG, BRAND,
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BOYER (1989), utilizando glicoproteinas de cisticercos de 7. solium, tem sido
empregada por diversos autores.
Os varios testes mmunologicos descritos na pesquisa de

anticorpos circulantes na cisticercose humana variam de sensibilidade e

especificidade devido a fatores inerentes aos proprios métodos ou a utilizag@o
de diferentes antigenos totais ou purificados dos metacestédeos de 7. solium,
Taenia crassiceps € outros.

A preparagdo dos antigenos utilizados nos testes de
imunodiagnostico tem um papel muito importante nos resultados obtidos,

influenciando tanto na sensibilidade quanto na especificidade do teste

(COSTA, 1986). O extrato total corresponde a um conjunto de mais de 20
proteinas quando analisado em SDS-PAGE. O antigeno B é o mais
freqiientemente reconhecido pelos soros de pacientes, correspondendo a duas
proteinas de pesos moleculares de 105 kDa e 95 kDa (GUERRA , 1982). O
extrato total apresenta sensibilidade maior do que o antigeno purificado, porém
a especificidade ¢ inferior quando se utiliza, por exemplo, o teste ELISA; em
amostras de soros o extrato total pode apresentar alto indice de reagdes
cruzadas dependendo do “cut off” considerado e das endemias locais, sendo
que o antigeno B apresenta rea¢do cruzada, basicamente, com hidatidose
(PLANCARTE, ESPINOZA, FLISSER, 1989).

A técnica de SDS-PAGE permite melhor discriminagio
de reagdes cruzadas, utilizando extrato total do parasita, possibilitando a
identiﬁcagéo de vérias bandas antigénicas, algumas exclusivas para as larvas
ou adultos de T. solium e outras compartilhadas com outros cestodas, como
por exemplo, Echinococcus granulosus (Batsch, 1786) (LARRALDE, 1989).

A obtengdo de antigenos purificados visa diminuir ou
eliminar as reagdes cruzadas dos testes imunolégicos que ocorrem

freqiientemente devido a grande variedade antigénica comum entre 0s
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diferentes helmintos, particularmente entre 7. solium e outros cestodas
patogénicos ao homem. Ha vdrios antigenos candidatos a purificagdo, mas
poucos foram completamente testados, embora a especificidade obtida por
TSANG, BRAND, BOYER (1989) seja de 100%, utilizando glicoproteinas
do parasito, a sensibilidade do teste diminui de 98% para 60-80% em pacientes
com uma unica lesdo no SNC (LARRALDE et a/., 1989).

O desempenho de um teste soroldgico é influenciado por

varios fatores, dentre eles, a localizagdo do parasito, a intensidade do
parasitismo, o tempo de infecgdo, a freqiiéncia de contatos com o agente, a
resposta imune do hospedeiro, tratamento concomitante e, variagdo antigénica
do parasito (LARRALDE et al., 1989; VENKATESAN, WAKELIN, 1993).

Os testes imunoldgicos tém sido muito utéis no auxilio
diagnostico da cisticercose humana e suina. Constituem métodos auxiliares
porque somente a presenga de anticorpos nas amostras biologicas, detectaveis,
contra os antigenos empregados ndo traduzem uma infecgdo ativa € nem
mesmo uma infec¢do atual (LARRALDE, 1989). _

A combinagdo dos testes ELISA e “Western Blotting” /
evidencia uma proeminente tecnologia de imunodiagnéstico da cisticercose J =
humana, visto que podem reduzir os resultados falso-positivos do primeiro ¢

os custos do segundo.




Quadro I - Testes ELISA Padronizados para o Diagnéstico da Neurocisticercose Humana.

Extrato Antigénico Amostra Espécime Imunoglobulina Sensibilidade (%)  Especificidade (%) Autor (es) e Ano
(n) pesquisada LCR Soro  LCR Soro de Publicacio
Total, cisticercos T. solium 124 Soro gamaglobulina 77,55 94,66 ARAMBULO
Total, adulto T, solium 71,55 100,00 etal., 1978
Total, cisticercos T. solium 25 LCR 1sG 80,00 79,00 NDR 82,90 DIWAN et al., 1982
184 Soro (México)
61,00
(Irian Jaya)
Total, cisticercos 7. solium 80 LCR IeG 100,00 97.30 COSTA et al., 1982
Parcialmente purificado 351 Soro 1gG 80,00 95,00-97,00 COKER-VANN, BROWN,
“chromatofocused”, cisticercos T. solium (Papua New Guinea) GAJDUSEK, 1984
100,00
(USA)
Total, cisticercos T. solium 45 LCR IeG 55,60 45,50 NDR 91,14 PAMMENTER, ROSSOUW, 1984
44 Soro
Total, cisticercos 7. solium 38 LCR IsG 94,70 98,50 94,70 160,00 MOHAMMAD et al., 1984
50 Soro
Glicoprotéico larvério T. solium 41 LCR IeM 46,20 100,00 COSTA et al., 1985
Total, cisticercos 7. solium 34 LCR I1sG 31,00 92,00 NDR NDR GONZALEZ , RAMIREZ,
135 Soro RODRIGUEZ 1985
Alcalino total, cisticercos 7. solium 115 LCR IgG 77,10 62,80 100,00 100,00 COSTA, 1986
Escélex, cisticercos T. solium 182 Soro 89,60 88,60 100,00 100,00
Membrana, cisticercos 7. solium 91,70 88,60 98,50 100,00
Salino total, cisticercos 7. solium 100,00 85,70 98,50 100,00 1
Liquido de vesicula, cisticercos T. solium 100,00 88,60 98,50 100,00
AgB parcialmente purificado, cisticercos 168 LCR isG 90,00 80,00 98,00 96,00 ESPINOZA et al., 1986
T. solium; 162 Soro 90,00 85,00 100,00 100,00 '8
Total, cisticercos 7. solium '
|
Liquido de vesicula, cisticercos 54 Soro 1eG 100,00 95,00 LARRALDE et al., 1986
T. solium (endémica)
80,00
( nfio endémica) ;
1
i
Total, cisticercos T. solium 181 LCR 1eG 98.60 94,70 100,00 92,00 VAZ, FERREIRA, 1988 i
(Dot-ELISA) 88 Soro i
Total, cisticercos T. solium 235 Soro IeG 85,00 87,00 MICHAULT et al., 1988 k
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Liquido de vesicula, - cisticercos T. solium;
Liquido de vesicula, - cisticercos T. solium,
Protoescoélex, cisticercos 7. solium;
Membrana, cisticercos 7. solium.

Total, cisticercos 7. solium

Membrana, cisticercos: T. solium e
T crassiceps

Liquido de vesicula, cisticercos: T. solium e T.
crassiceps

Liquido de vesicula, cisticercos T. solium

Total, cisticercos 7. solium

Purificado por imunoafinidade, cisticercos 7.
solium (64-68 kDa)

Total, cisticercos T. solium

Membrana, cisticercos T. solium

Escélex, cisticercos T. solium

Liquido de vesicula, cisticercos

T. solium

Total, cisticercos 7. solium

Total, cisticercos 7. solium

Total ,cisticercos 7. solium

Membrana e escélex, cisticercos 7. solium
Membrana ¢ escélex, cisticercos 7. crassiceps
Liquido de vesicula, cisticercos T. solium
Liquido de vesicula, cisticercos T. crassiceps
(Dot-ELISA)

70

194

192

100
150

83
54

299

135
152

21
193

87
208

73

Soro

Soro

LCR

LCR
Soro

Saliva
Soro

LCR

LCR
Soro

LCR
Soro

LCR
Soro

ICR

1eG

1eG

IgG

IeG

IgG

gamaglobulina

IeG

IgG

95,00
97,00

95,00
92,00

100,00
Saliva
82,10
83,30
100,00
91,60
100,00
100,00

88.00

62,00

85,10

95,10
95,10
97.60
97,60

NDR: nfo demonstrado ou nfo realizado.



72,22
66,66

50,00
3333

96.50

100,00

74,10

92,00

65.00

85,10

NDR
NDR
NDR
NDR
85,70
96,00
96,00
98.00
98,00
NDR 98,00
Saliva
100,00 98,00
97.21
95,50
97,21
96,10
94.40
94,00 86,73
NDR 63,00
(Bangladesh)
91,00
(USA)
100.00 91,40
90,60
90,60
96,90
100,00

BAILY et al, 1988

MICHAULT et al.,
1990

LARRALDE et al., 1990

ZINI, FARRELL, WADEE, 1990
FELDMAN et al.,, 1990
KATTI,

CHANDRAMUKHI,

1991

MALLA et al., 1992

DIAZ etal., 1992

RETAMAL et al., 1995

VAZ et al., 1996
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7
Quadro II - Aplicagdo do Teste ELISA no diagnastico de Neurocisticercose Humana.
Extrato Antigénico Amostra Espécime Imunoglobulina Sensibilidade oua Procedéncia Autor(es) e Ano de Publicacio
(n) Positividade (%) Geogrifica
LCR Soro da amostra
Total, cisticercos T. solium 120 LCR 1sG 71,00 79,00 México TELLEZ GIRON et al., 1984
120 Soro
Total, cisticercos T. solium 13 LCR IgG 31,00 92,00 Colémbia GONZALEZ, RAMIREZ, RODRIGUEZ,
136 Soro 1985
Total, cisticercos T. solium 120 LCR IsG 16,70 5,20 Brasil VIANNA et al., 1986
1122 Soro :
Total, cisticercos 7. solium 29 LCR 1gG 55,00 Europa,’Améria GOTTSTEIN, ZINI, SCHANTZ, 1987 ”
306 Soro 75,00 Latina, Africa do H
Sul g
Total, cisticercos 7. solium 153 Soro 1sG 65,64 Brasil NASCIMENTO, NOGUEIRA, TAVARES,
Escélex, cisticercos T. solium 90,90 1987
Total, cisticercos T. solium 117 Soro IeG 6,00 México SARTI-GUTIERREZ et al., 1988 ” ‘
Total, cisticercos T. solium 277 LCR 1sG 11,60 Brasil VAZ et al., 1990
(Dot-ELISA)
Total, cisticercos T. solium 221 Soro IgG 36,00 Papua New FRITZSCHE et al., 1990
Guinea
Total, cisticercos 7. solium 335 LCR 1gG 97,70 Brasil BASSI et al., 1991
Total, cisticercos T. sofium 50 Soro IsG 80,00 China ZHI-BIAO, DAN, 1992
Total, cisticercos T. solium 120 LCR 1sG 16,70 5,20 Brasil VIANNA et al., 1992
1122 Soro i
Glicoprotéico, cisticercos T. solium j
28 LCR IgM 32,14
!
Total, cisticercos T. solium 26 LCR 1gG 23,00 Brasil SILVA-VERGARA et al., 1994 '
Total, cisticercos T. solifum 2524 Soro 1eG 25,00 México SCHANTZ et al., 1994b "

et
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Glicoproteina purificada, cisticercos T. solium

(GP 24)

Total, cisticercos 7. solium

Liquido de vesicula, cisticercos T. solium
Liquido de vesicula, cisticercos T. crassiceps
Total cisticercos T. solium

Teotal cisticercos T. solium

16
60

1052

200

143

41

LCR
Soro

LCR
Soro

LCR

LCR

LCR
Soro

IgG

1eG

IgG

IgG

IeG

NDR: ndo demonstrado ou n3o realizado.



14,00

100,00

97,00
98,20

39,00

100,00
100,00

4,00

NDR

México

México

México

Brasil

La Réunion
(oceano indico)

PLANCARTE, FEXAS, FLISSER, 1994

MONDRAGON, PLANCARTE, FLISSER,
1994

GARCIA, ORDONEZ, SOTELOQ, 1995

PIALARISSI, NITRINIL 1995

SIMAC et al., 1995
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Quadro III - Testes “Western Blotting” padronizados para o diagnostico de Neurocisticercose Humana.

Extrato Antigénico Amostra Espécim  Imunoglobuli  Sensibilidade (%) Especificidade (%) Bandas Autor(es) e Ano de
) e na LCR Soro LCR Sero Especificas Publicagiio
pesquisada kDa

Total, cisticercos T solium 7 LCR IgG 75,00 87,50 100,00 100,00 8 GOTTSTEIN, s

35 Soro 100,00 100,00 100,00 100,00 26 TSANG, SCHANTZ, -

1986

Glicoproteinas purificadas, cisticercos T. solium 46 ILCR 1eG 98,00 98,00 100,00 100,00 50,42-39,24,21, TSANG,BRAND, j—

532 Soro 18, 14 ¢ 13. BOYER, 1989. -
Liquido de vesicula, cisticercos T. solium 78 Soro IeG 99,50 100,00 108, 23 LARRALDE et al., \——
Liquido de vesicula, cisticercos T. crassiceps 99,50 100,00 88 1989. -
Glicoproteinas purificadas, cisticercos 7. solium 83 Saliva IgG Saliva Saliva 50, 42-39, 24,21, TFELDMANetal,

54 Soro 70,40 100,00 100,00 100,00 18,14¢13 1990
Total, cisticercos T. solium: 299 LCR IeG 100,00 90-100,00 64-68, 45, 24-28  KATTI,
Liquido de vesicula, cisticercos T. solium 100,00 90-100,00 CHADRAMUKHI
Membrana, cisticercos 7. solium 1991
Escélex, cisticercos T. solium 100,00 90-100,00
Total, cisticercos T. solium 100,00 90-100,00
AgB, cisticercos T. solium 100,00 90-100,00
Purificado, cisticercos T. solium, por imunoafini- >90,00 100,00
dade(64-68kDa) 100,00 90-100,00

Liquido de vesicula cisticercos T. crassiceps. 200 LCR 1eG 93,00 98,00 45a110 GARCIA,
Liquido de vesicula cisticercos 7. solium. ORDONEZ,
100,00 100,00 SOTELO, 1995
Membrana, cisticercos T. solium 55 LCR 1gG 95,60 100,00 155, 120, VAZ et al., 1997 S
Liquido de vesicula, cisticercos 7. solium 91,30 100,00 115-108, 98-92,
Membrana, cisticercos T. crassiceps 91,30 100,00 98-94,95-92, 76,
Liquido de vesicula, cisticercos 7. crassiceps 91,30 100,00 72-68,72, 62,
56-52,e 42,

NDR: ndo demonstrado ou ndo realizado.
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Quadro IV - Aplicacdo dos Testes “Western Blotting™ no diagndstico de Neurocisticercose Humana.

Extrato Antigénico Amost Espécime Imunoglobulina  Sensibilidade ou Bandas Procedéncia Autor(es) e Ano
ra Pesquisada Positividade Especificas kDa Geograifica de Publicacdo
m) (%) da amostra
LCR Soro
Total, cisticercos 7. solium 7 ICR 1eG 100,00 92,00 8 Europa, América  GOTTSTEIN, ZINI, SCHANTZ,
26 Soro 26 Latina, Africado 1987
Sul
Total, cisticercos T. solium 79 Soro 1eG 21,20 50, 42-39, 24, 21, Equador FRITZCHE et al., 1990
18,14¢13

Glicoproteinas purificadas, cisticercos 1. 145 LCR 1sG 98,00 98,00 50, 42-39, 24, Panama GRACIA et al., 1990
solium 575 Soro 21,18,14¢13

Glicoproteinas purificadas, cisticercos 7. 1552 Soro IgG 10,80 50, 42-39, 24, México SARTIetal., 1992
solium 21,18,14e13

Glicoproteinas purificadas, cisticercos 7. 21 LCR 1sG 86,00 94,00 50, 42-39,24, 21, Peru DIAZ et al., 1992
solium 85 Soro 18,14¢13

Glicoproteinas purificadas, cisticercos T. 383 Soro IeG 8,00 50, 42-39, 24, 21, Peru GARCIA et al., 1994
solium 18,14¢e 13

Total, cisticercos T. solium 50 Soro IsG 70,00 26 China ZHI-BIAO, DAN, 1992
Glicoproteinas purificadas, cisticercos T. 675 Soro IeG 533 50, 42-39, 24, 21, Peru MORO et al., 1994
solium 18,14¢ 13

Glicoproteinas purificadas, cisticercos 7. 2524 Soro IsG 8,00 50, 42-39, 24, 21, Meéxico SCHANTZ et al., 1994b
solium 18,14¢ 13

Glicoproteinas purificadas, cisticercos 7. 1005 Soro 1eG 490 50, 42-39, 24, 21, Meéxico SARTI et al., 1994
solium 18,14¢ 13

Glicoproteinas purificadas, cisticercos T. 52 Soro 1gG 21,20 50, 42-39, 24, 21, Equador CRUZ et al., 1995
solium 18,14¢13

Glicoproteinas purificadas, cisticercos T. 362 LCR IeG 28,00 18,80  50,42-39,24,21, Peru GARCIA et al., 1995
solium 932 Soro 18,14¢13
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Glicoproteinas purificadas, cisticercos 7. 49 Soro IgG

solium

Total, cisticercos 7. solium 95 LCR 1gG
104 Soro

- 100,00 50, 42-39, 24, 21, Peru GARCIA et al., 1997
18,14¢13
24,20 13,14,18,21,24 Africa ADRIANTSIMAHAVANDY et al.,
31,70 1997

NDR: niio demonstrado ou n3o realizado.
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1.2.4.a. Metacestodeos de Taenia crassiceps como Fonte Heteréloga de
Antigenos para o Diagnéstico da Cisticercose

A demanda de metacestodeos de 7. solium para
preparagdes antigénicas e afins, tem crescido muito nos ultimos anos, porém a
obtengdo deste material biologico € dificultada devido ao alto indice de abate
clandestino de suinos naturalmente infectados e posterior comercializagio
ilegal dos produtos obtidos (LARRALDE et al., 1990; BIONDI et al., 1996).
Alguns pesquisadores t€m testado a utilizagdo de antigenos heterdlogos.
Dentre estes destaca-se a utilizagdo de metacestédeos de 7. crassiceps que é
um parasita cuja forma adulta ¢ usualmente encontrada no intestino de
raposas (“red foxes”) da Europa e América do Norte. O estagio larvario ou
cisticerco (também conhecido como Cysticercus longicollis) desenvolve-se no
intestino delgado de roedores, que adquirem a infecgdo pela ingestdo de ovos
eliminados nas fezes de canideos infectados pela forma adulta. A cepa ORF do
parasito tem sido vastamente usada devido a sua habilidade em multiplicar-se,
rapidamente, na cavidade peritoneal de camundongos (FREEMAN, 1962). A
reatividade cruzada entre antigenos de cisticercos de 7. solium e T. crassiceps
(LARRALDE et al., 1989) possibilitou o uso de antigenos heterdlogos no
diagnostico da cisticercose humana (LARRALDE et al, 1990) e da
cisticercose suina (BIONDI ez al., 1996). Esta espécie tém sido utilizada,
também como modelo de estudo da cisticercose experimental (FERNANDEZ-
GOMEZ et al., 1986)

A cultura “in vitro” de células larvérias de T, crassiceps,
linhagem ORF, e a regeneragdo dos cisticercos apds a inoculagdo destas
células na cavidade peritoneal de camundongos BALB/cAnN que sdo
susceptiveis a infecgdo, foram demonstradas por TOLEDO et al. (1997). Os

parasitos sdo capazes de se multiplicarem normalmente, apds regenerados.
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Os metacestodeos de 7. crassiceps raramente infectam
humanos, porém individuos com a sindrome da imunodeficiéncia humana
adquirida podem se infectar (KLINKER et al., 1992).

Utilizando a técnica de “Western Blotting” para

comparagdo de bandas antigénicas entre 7. solium, E. granulosus e T.

crassiceps, bem como reagdes cruzadas no diagnéstico de cisticercose e
hidatidose; em amostras de soros de enfermos e de pessoas saudaveis,
LARRALDE et al. (1989), obtiveram vérias bandas antigénicas comuns no
fluido de vesicula das trés espécies analisadas. Para o diagndstico especifico
da cisticercose evidenciou-se que 7. solium contém oito antigenos,
principalmente a banda de 108 kDa e 7. crassiceps possui quatro antigenos
diferentes, principalmente a banda 88 kDa, demonstrado no Quadro I .

Em amostras de LCR, LARRALDE et al. (1990),

obtiveram 92-97 % de sensibilidade e 96-98 % de especificidade, empregado
antigenos de metacestédeos de 7. crassiceps em dois laboratorios distintos,
para o diagnostico da neurocisticercose pelo teste ELISA (Quadro I).

No Brasil, foi realizado um estudo comparativo de
caracterizagdo antigénica e imunoldgica entre as larvas de T, solium e T.
crassiceps, utilizando SDS-PAGE (gradiente do gel: 7,5 a 15 %) e
“immunoblots” identificaram varias bandas antigénicas, nos extratos de
membrana e liquido de vesicula, comuns a essas larvas: 6 bandas de 250 a 58
kDa, 8 (210 a 34 kDa), 11 (245 a 38-36 kDa), e 6 (250-92 a 38,5-37 kDa)
(VAZ, FERREIRA, 1994). O teste de hemaglutinagdo indireta para detecgdo
de anticorpos anti- neurocisticercose humana, em amostras de LCR, utilizando
liquido de vesicula de metacestodeos de 7. crassiceps, foi padronizado por

FERREIRA et al. (1997) que obtiveram 82,9 % de sensibilidade.
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1.2.4.b. A Utilizaciio do SDS para Extracio de Antigenos

A preparagdo de antigenos utilizando o SDS pode liberar
epitopos identificaveis pelos anticorpos presentes nas amostras de LCR, visto
que o SDS tem a propriedade de dissolver os proteolipideos e promover a
rapida solubilizagdo de todos os tipos de proteinas (LEES, PAXMAN, 1972;
PETERSON, 1979).

1.2.4.c. Tecnologia Molecular no Diagnostico da Cisticercose Humana

Os avangos tecnoldgicos, a nivel molecular, tém sido
utilizados com o objetivo de aumentar a especificidade dos ensaios aplicados
ao diagnostico da cisticercose, humana e suina, bem como para a criagdo de
vacinas eficazes na prevengdo desta parasitose (McMANUS, 1990).

A tecnologia do DNA recombinante pode ser uma
resposta para se obter antigenos especificos de metacestodeos de 7. solium,
capazes de eliminar os resultados falso-positivos dos testes ELISA
padronizados para o imunodiagnostico desta parasitose. Este fato ocorre,
principalmente, em areas endémicas para E. granulosus. A aplicagdo da reagdo
em cadeia de polimerase (PCR) propicia a detecgdo de pequenas quantidades
de tecidos do parasita efn amostras dos hospedeiros, com o uso de “primer”
(uma seqiiéncia de DNA do parasita) espécie-especifico pode se diagnosticar

a presenga de antigenos nas fezes (McMANUS, 1990).

1.2.5. Interpreta¢do do Diagnéstico da Neurocisticercose Humana

O diagnéstico da neurocisticercose humana ndo ¢
facilmente concluido, visto que esta parasitose ndo apresenta sintomatologia
especifica e, além disto, existem pacientes que permanecem assintomaticos
por muitos anos ou por toda a vida (DEL BRUTTO, SOTELO, 1988;
WEBBE, 1994).
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As modemas técnicas de imunodiagndstico €
neuroimagem permitem a identifica¢do crescente de casos da doenga, porém
ndo sdo vidveis em muitas areas do mundo onde esta parasitose ¢ endémica,
devido aos altos custos dos equipamentos e operagdo. E, freqiientemente, ndo
sdo conclusivos isoladamente.

Visando o diagnostico mais fidedigno foi elaborada uma
proposta de critério diagnostico para cisticercose e neurocisticercose em que
os dados clinicos, radiologicos, imunoldgicos e epidemiologicos do paciente
sdo ordenados em critérios: absoluto, principal, secundério e epidemioldgico.
A interpretagdo destes critérios permitem estabelecer o diagnéstico do
paciente para cisticercose e/ou neurocisticercose de acordo com uma das trés
classes de diagnostico: definitivo, provével ou possivel (DEL BRUTTO er
al.,1996). O diagnéstico da neurocisticercose humana, por esta proposta, é
determinado pela presenga dos seguintes critérios: 1) Absoluto -
demonstragdo histologica do parasito por biopsia de lesdo cerebral ou
evidéncia de lesdes cisticas cerebrais mostrando o escolex do parasito por TC
ou ressondncia magnética; 2) Principal - evidéncia de lesdes sugestivas de
cisticercose por neuroimagem e teste ELISA positivo em amostras de LCR; 3)
Secundario - evidéncia de calcificagdes intracranianas por raio X, presenca de
manifestagOes clinicas sugestivas de neurocisticercose e desaparecimento das
lesdes cisticas intracranianas apds tratamento com drogas anti-metacestodeos.
O critério epidemioldgico inclue as seguintes condigdes: individuos
provenientes ou que vivem em drea onde a cisticercose é endémica; historia de
viagem freqiiente para dreas endémicas de cisticercose e evidéncias de contato
com hospedeiro de infec¢do por 7. solium. Para se determinar a classe
diagnostica de neurocisticercose de um determinado paciente segue-se 0

seguinte esquema: diagnéstico definitivo - presenga de um critério absoluto ou

de dois critérios principais ou de um principais, dois secundarios € um
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epidemiolégico; diagndstico provével - presenga de um critério principal e de

dois secundarios ou de um principal, um secundario e um epidemiolégico ou
ainda, a presenca de trés critérios secunddrios ¢ um epidemiologico; para o

diagndstico possivel - a presenga de um critério principal ou de dois

secundarios ou de um secundario € um epidemiolégico (DEL BRUTTO ef

al.,1996).
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2. OBJETIVOS

A dificuldade de obtengdo de metacestodeos de Taenia
solium para a preparagdo de extratos antigénicos utilizados na realizagdo de
testes imunoldgicos no diagndstico da cisticercose humana continua sendo o
fator limitante na padronizagdo de novas tecnologias.

A busca de extratos antigénicos homologos e heterologos
alternativos se faz necessdrio para a aplicagdo de testes imunologicos de altas
sensibilidade e especificidade no diagndstico da cisticercose humana. Para

tanto propde-se:

2.1. Produzir extrato salino total e extrato SDS das formas larvarias de

T. solium e T. crassiceps,

2.2. Utilizar o teste ELISA com extrato salino total das larvas de T. solium e
padronizar sua utilizagfo frente ao extrato SDS de metacestodeos de 7. solium
e frente aos dois extratos antigénicos heterélogos;

2.3. Padronizar o teste “Western Blotting” frente aos quatro extratos obtidos;

2.4 Testar amostras de LCR de pacientes com neurocisticercose € outras

altera¢Oes neurologicas;

2.5. Proceder a analise comparativa dos testes frente aos extratos obtidos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedéncia das Amostras de LCR

As 84 amostras de LCR foram obtidas de pacientes
atendidos no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia -
MG (HC-UFU) nas unidades ambulatoriais, enfermarias ou no servigo de
pronto socorro de Neurologia. Tais amostras foram enviadas ao Laboratorio de
Parasitologia da UFU para serem submetidas a teste de imunodiagnostico
(ELISA IgG indireto) (COSTA et al., 1992) para neurocisticercose. Estas
amostras, portanto se encontravam identificadas e estocadas a - 20 °C. Do total
de amostras acima citado: 40 foram provenientes de pessoas com diagndstico
comprovado de neurocisticercose através de sindrome clinica (cefaléia,
meningite, epilepsia, mielopatias, hemiparesias, distirbios de comportamento e
vertigem), dados epidemiologicos, tomografia axial computadorizada,
ressondncia magnética e/ou cirurgia neuroldgica, teste ELISA IgG positivo.
Foram testadas 39 amostras de pacientes (13 epilepsia, 7 meningite, 8 cefaléia,
1 acidente vascular cerebral, 4 hidrocefalia e 6 disturbios de comportamento)
cujo diagnostico de neurocisticercose foi excluido. Estes constituiram o grupo
controle negativo. O restante das amostras de LCR foram provenientes de

cinco pacientes com suspeita clinica de neurocisticercose

3.2. Obtencao das Formas Larvarias de 7. solium

Foram utilizados metacestodeos de 7. solium, integros €
rompidos, providos de misculos esqueléticos de suino naturalmente infectado,
lavados em solugdo salina (NaCl 0,15 M) por quatro vezes, identificados e
armazenados a - 20 ° C no Laboratério de Parasitologia da UFU. Este material
biologico foi cedido pela Profa. Dagmar Diniz Cabral, do Laboratério de

Parasitologia do Departamento de Patologia desta Universidade.
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3.3. Obtenciio das Formas Larvarias de 7. crassiceps

Os metacestodeos, cepa ORF de 7. crassiceps, foram
fornecidos pelo Prof. Dr. Germano Francisco Biondi, da UNESP, Botucatu SP,
os quais foram coletados da cavidade peritoneal de camundongos AJ Sneel.
Estes animais foram utilizados para a manutengfio da cepa referida, em
laboratorio, através da inoculagfo de larvas do Cestoda intra-peritonealmente,
com alto rendimento, em nimero e qualidade, apos 90 dias da inoculagio.
Apds este periodo realizou-se o sacrificio dos camundongos seguido da
dissecagdo abdominal para retirada das larvas cultivadas com seringa
adaptada. A selegdo das larvas para a produgdo de extratos antigénicos foi
feita pela escolha das menores e que ndo estavam degeneradas e nem
calcificadas. As larvas obtidas resultaram em formas integras e rompidas, que
apos quatro lavagens em solugdo salina (NaCl 0,15 M) foram identificadas e,

conservadas a —20°C.

3.4. Preparo do Extrato Salino Total

Foram utilizados 50 metacestodeos de 7. solium e 200
metacestodeos de 7 crassiceps, integros e rompidos, para o preparo de extrato
salino total. O processo, segundo COSTA et al. (1982), é realizado
ressuspendendo-se os cisticercos obtidos apés o rompimento dos mesmos em 5
ml de 4gua destilada. A seguir esta preparagio foi submetida a
homogeneizador de tecidos (Glas-Col) a 4°C por 5 minutos e posterior
tratamento de ultra-som (Thornton, Inpec Eletronica Sio Paulo, Brasil) a 40
khz por quatro periodos de 30 segundos em banho de gelo. Apos isotonizagdo
com 5 ml de solugdo de NaCl 0,3 M, empregou-se mais trés periodos de ultra-
som. Em seguida, a mistura foi submetida a 4°C por duas horas sob agitagio

lenta e, apos, centrifugada a 10.000 g (Du Pont SORVALL Products




29

Newtown, Connecticut, USA) por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante obtido
constituiu o extrato salino total.

Os extratos salinos obtidos, homologo e heterdlogo,
foram divididos em volumes de 250 ul, identificados e conservados a —20°C

até o momento do uso.

3.5. Preparo do Extrato Sulfato Duodecil de Sédio (SDS)

Utilizou-se 50 metacestodeos de 7. solium e 200 de T.
crassiceps lavados com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS),
preparada com NaH,PO4H,0, NaHPO, e NaCl (0,01 M e pH 7,2). Um total de
10 ml desta suspenséo foi submetido a 2000 g, 4°C em centrifuga refrigerada
(Du Pont SORVALL Products Newtown, Connecticut, USA) durante 10
minutos. O sedimento foi ressuspendido em 10 ml de PBS e submetido a nova
centrifugagdo, procedimento idéntico ao anterior. Esta lavagem foi repetida
mais duas vezes ¢ o sedimento homogeneizado com 2,5 ml de tampdo de
extragdo (Tris-HCl - hidroximetil-aminometano - 0,5 M pH 6,8, 20% de
glicerol, 4% SDS e dgua destilada) (Sigma, T 8524, G 8898, L 4509). Esta
preparagdo foi submetida a homogeneizador de tecidos (Glas-Col) durante 20
minutos, em banho de gelo, para se obter uma fragmentagdo dos cisticercos.
Posteriormente acrescentou-se 2,5 ml de tampdo de amostra (Tris-HC1 0,1 M
pH 6,8; 20% glicerol, 4% SDS, 2% azul de bromofenol - Merck, Germany ),
Os extratos antigénicos obtidos foram divididos em aliquotas de 250 ul em
tubos tipo “Eppendorf”, identificados e estocados a —20°C. Uma aliquota de 1
ml de cada extrato SDS, homologo e heterdlogo, foi submetida a membrana de
dialise (Sigma, D 9777) contra PBS, visando a eliminagdo das substéncias:
Tris-HCI, SDS, glicerol ¢ azul de bromofenol, pois segundo PETERSON

(1979) interferem no ensaio imunoenzimatico e na dosagem proteica
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3.6. Dosagem de Proteinas e Polissacarides

As dosagens protéicas dos extratos salinos totais e
extratos SDS, homologo e heterdlogo, foram realizadas pelo método de
LOWRY et al. (1951), utilizando-se como padrio de referéncia a
soroalbumina bovina (Sigma, A 7906). O teor de polissacarides dos extratos,
salino total e SDS, foram dosados pelo método de MARTIRANI er al. (1959),
utilizando-se a dextrose (D-glucose anidra PA Labsynth, Sdo Paulo, Brasil )

como padrdo.

3.7. Preparo do Conjugado Imunoenziméitico Anti-IgG Humana

A preparagdo do conjugado imunoenzimatico foi
realizada de acordo com a técnica descrita por WILSON, NAKANE (1978).
Pesou-se 5 mg de peroxidase (horseradish peroxidase, type VII, Sigma,
P 0889); que foi dissolvida em 1,25 ml de 4gua bidestilada, adicionou-se a esta
solugdo, gota a gota, 0,25 ml de NalO, (periodato de sodio) 0,1 M (Sigma, S
1878) sob agitagdo lenta & temperatura ambiente por 20 minutos. Apds este
periodo procedeu-se a dialise da solugdo contra tampdo acetato 1 mM, pH 4,4,
a4 ° C “overnight”.

No dia seguinte, diluiu-se 10 mg do anticorpo IgG de
coelho anti-IgG humana, (obtido apds esquema de imunizagio de coethos com
IgG humana purificada pelo Laboratério de Imunologia da UFU), em 1 ml de
PBS; retirou-se a peroxidase da dialise e adicionou-a, gota a gota, a solugdo
contento o anticorpo, sob agita¢do lenta e 4 temperatura ambiente. Adicionou-
se cerca de 50 ul de tampdo carbonato 0,5 M, pH 9,5 esta preparagdo foi
deixada em agitagdo lenta por 2 horas, adicionou-se em seguida 65 pl de
NaBH, (boridreto de sodio) 0,1 M (Sigma, S9125) e deixou-se sob agitagio
lenta por 2 horas. Procedeu-se a concentragio osmodtica da solugdo em

sacarose por cerca de 4 vezes, 4° C durante 3 horas. A solugdo concentrada foi
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submetida a dialise contra PBS a 4° C, “overnight”. Na manhd seguinte a
solugdo foi submetida a cromatografia em coluna (1.5 x 70 ¢m) de Sephadex
G-75 (Merck, Germany) coletando 50 gotas por tubo de hemolise a um fluxo
de aproximadamente 8 gotas/ min. Procedeu-se a medida de densidade optica
do material coletado, nos tubos de hemolise, a 280 e 403 nm em
espectrofotdmetro (Micronal, Sdo Paulo, Brasil). Realizou-se, em seguida um
“pool” dos tubos contendo o conjugado e mediu-se a densidade dptica a 280 e
403 nm; calculou-se a relagdo E/P (molar). Concentrou-se esta solugdo,
conforme descrito anteriormente, cerca de 10 vezes. Em seguida submeteu-se a
solugdo a didlise contra PBS “overnight” a 4 °C. Adicionou-se, entdo, glicerina
(Merck, Germany) (v/v) na solugdo obtida, dividiu-se em aliquotas de 200 pl,

identificou-se e estocou-se o conjugado a - 20 °C.

3.8. Caracterizag¢io do Perfil Eletroforético dos Extratos Antigénicos

Obtidos

3.8.1. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida

Para caracterizar o perfil eletroforético dos quatro
extratos antigénicos obtidos foi empregada a técnica de eletroforese vertical,
em sistema de tampdes descontinuos, em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
12%, segundo LAEMMLI (1970).

Para a preparagdo do gel, placas de vidro medindo 15 x
17 c¢m foram lavadas com detergente neutro e enxaguadas varias vezes com
agua destilada. Apos secagem, as placas de vidro foram submetidas a uma
limpeza complementar com alcool-éter (v/v) e novamente com agua destilada.
Apos esse processo, as placas foram colocadas para secar em estufa a 37° C
por 20 minutos. Depois de secas, foram montadas empregando-se espagadores

de teflon de 1mm de espessura. Aplicou-se solugiio de agar a 4 % em ambas as
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faces dos espagadores dispostos lateral e inferiormente nos moldes de vidro, e
as placas foram mantidas por garras metalicas, visando veda-las apos a
solidificag¢do do agar.

Para a preparagdo do gel de separacdo, utilizou-se: Tris-
HCI 0,375 M pH 8,8; SDS 0,1 %; acido etileno-diamino-tetra-acetico 2 mM
(EDTA); acrilamida a 30 %; bis-acrilamida (N ,N’-Metileno-bis-acrilamida) a
0,8%; N,N,N,N-tetrametil-aminometano a 0,125 % (TEMED) e persulfato de
amoénio a 0,125 % (APS). A procedéncia dos reagentes utilizados foi:
Quimibras Industrias Quimicas S.A. Rio de Janeiro, RJ, Brasil: EDTA;
Pharmacia-LKB, Produtos AB, Bromma, Suécia: acrilamida e bis-acrilamida,
TEMED e persulfato de aménio.

A mistura correspondente ao gel de 12 % de
acrilamida/bis-acrilamida foi colocada lentamente para dentro das placas
montadas, tomando-se cuidado para evitar a formagdo de bolhas no interior do
gel. Para evitar a polimerizagdo do gel em presenga de oxigénio, colocou-se
uma camada de butanol (Merck, Germany), que foi descartada, inclinando-se
as placas de vidro montadas, apds aproximadamente 20 minutos, quando a
.polimerizag:ﬁo do gel de separagdo foi completada.

Em seguida, procedeu-se a preparagio do gel de
empilhamento. Este consistia de: Tris-HCI 0,125 M pH 6,8; SDS 0,1 % ;
EDTA 2 mM; acrilamida-bis-acrilamida 5 %; TEMED 0,125 % e APS a
0,125 %. Apods o gel de empilhamento ser depositado na placa, aplicou-se 0
pente (molde de teflon) para a formagdo dos pogos de aplicagdo, aguardando-
se 20 minutos para que ocorresse a polimerizagio.

Nas placas contendo o gel a 12 % foram aplicados 5 pl
de cada extrato antigénico obtidos diluidos (v/v) em tampdo de amostra, com a
concentragdo de 4 pg /coluna de proteinas, apds fervura em banho-maria a

100° C durante trés minutos. Aplicou-se também padrdes de alto e baixo peso




33

molecular, no volume de 3 pl para cada padrdo, do “kit” contendo marcadores
de pesos moleculares (“Electrophoresis calibration for molecular weight
determination of high and low molecular weight proteins”, Sigma, M3913 e
M3788) como se segue: Miosina (205 kDa);, B-Galactosidase (116 kDa);
Fosforilase b (97 kDa); Frutose-6-fosfato quinase (84 kDa); Soroalbumina
bovina (66 kDa); Desidrogenase glutdmica (55 kDa); Ovobumina (45 kDa);
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (36 kDa); Anidrase carbénica (29 kDa),
- Tripsinogénio (24 kDa), Inibidor de tripsina (20 kDa); o-Lactalbumina (14
kDa); Aprotinina (6 kDa).

A corrida eletroforética foi realizada em corrente de 20
mA e voltagem de 250 V por aproximadamente quatro horas, quando entio o

corante indicador (azul de bromofenol) atingiu o final do gel.

3.8.2. Colorac¢io do gel por Nitrato de Prata

O gel preparado, conforme descrito no item anterior, foi
cuidadosamente removido e mergulhado em solugdio fixadora por 14 horas a
temperatura ambiente. Essa solugdo foi composta de: 50 % metanol (Merck,
Germany), 12 % écido acético (Industria Farmacéutica Rio Quimica - Sdo José
do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil) e 0,05 % formaldeido (Quimibras Industrias
Quimicas S.A Rio de Janeiro).

A solugdo fixadora foi, em seguida desprezada e o gel foi
corado por nitrato de prata segundo o método descrito por FRIEDMAN
(1982), no qual os polipeptideos se destacam pela cor amarelada. Foram
realizados trés banhos consecutivos de 20 minutos cada com etanol a 50 %,
anteriormente ao pré-tratamento com 0,1 g de Na,S,03, 5H,0 (tiossulfato de
sodio), em 500 ml de 4gua destilada, durante um minuto. Lavou-se com agua
bi-destilada trés vezes durante 20 minutos cada e procedeu-se a impregnagdo

com 2g/l de AgNO; (nitrato de prata) por 20 minutos, adicionando-se a esta
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solugdo 0,375 mi de formol a 35 % , no momento do uso, lavando-se
novamente como descrito anteriormente. A revelagdo foi feita utilizando-se
3,0 g de Na,CO; (carbonato de s6dio) em 50 ml de agua bi-destilada contendo
25 ul de formol a 35 % e 1 ml de Na,S,0s, SH,0 até o aparecimento de cor.
Todos os reagentes utilizados nesse processo foram de procedéncia da Merck,
Germany.

Lavou-se com agua bi-destilada duas vezes durante 20
segundos, e a reagdo foi interrompida com uma solugdo de 50 % metanol e 12
% acido acético glacial.

O gel foi submetido a secagem durante dois dias, a
temperatura ambiente, entre folhas de papel celofane, aderido a um suporte de

vidro.

3.9. Testes Imunolégicos

3.9.1. Titulagio do Conjugado IgG de Coelho anti-lgG Humana-
Peroxidase para o Teste ELISA

O conjugado IgG de coelho anti-IgG humana-peroxidase
foi titulado com amostras de LCR controles positivo € negativo, no teste
ELISA, variando a concentragdo dos antigenos em: 10pg / ml, 20 pg / ml e 40
pg/ ml .As amostras de LCR foram diluidas 1/5 em PBS-T 0,05 % e controles
com o diluente. O conjugado foi diluido 1/50, 1/100, 1/150, 1/200, 1/300,
1/400 em PBS-T 0,05 %:. Uma vez escolhido o titulo otimo, realizou-se o teste

ELISA das amostras.
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3.9.2. Teste Imunoenzimatico ELISA para Detecciio de Anticorpos IgG
Anti-metacestodeos de T. solium e de T. crassiceps em Amostras de
LCR

Os testes ELISA para detec¢do de anticorpos IgG anti-
metacestodeos de 7. solium e T. crassiceps, em amostras de LCR, foram
realizados conforme protocolo padronizado por COSTA et al. (1982)
utilizando antigenos de 7. solium, com algumas modificagdes. Foram usadas
placas de poliestireno (Interlab, Sdo Paulo, Brasil) como suporte para a
adsor¢do do extrato salino total e do extrato SDS das formas larvarias,
homélogas e heterologas. As placas foram sensibilizadas a 4°C durante 18
horas, em camara umida, com 50 ul de solugfio dos antigenos, na concentragio
de 10 pg / ml, em tampdo carbonato-bicarbonato 0,06 M pH 9,6. Apds este
periodo e trés lavagens de 5 minutos em PBS adicionado de Tween 20 a
0,05% (PBS-T) (Sigma, P 1379); adicionou-se 50 pl de amostras de LCR néo
diluidas e diluidas em PBS-T a 1/5, incubou-se por 45 minutos a 37°C, em
camara umida. Em todas as placas foram incluidos controles da reagdo que
consistiram de uma amostra de LCR positivo em testes ELISA anteriormente
realizados e trés LCR negativos para o mesmo teste. Apos as trés lavagens
das placas em PBS-T adicionou-se 50 pl do conjugado IgG de coelho anti IgG
humana-peroxidase, diluido em PBS-T no titulo ideal para os extratos
heterdlogos € homdlogos. Incubou-se novamente por 45 minutos a 37°C, em
camara imida.

Ap6s trés lavagens a reagdo foi revelada utilizando como
substrato a solugdo de 50ul de orto-fenilenodiamina (OPD) (Merck, Germany)
preparado no momento do uso (5 mg de OPD + 12,5 ml de tampdo citrato
fosfato pH 5,0 + 5ul de H;O, 30%), (H,O,, Merck, Germany). Apos 15
minutos a temperatura ambiente € ao abrigo da luz a reacdo foi interrompida

pela adigdo de 25ul de solugdo 2N de H,SO,s (Merck, Germany) e os valores
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de absorbéncia foram determinados a 492 nm em leitor de microplacas de
ELISA ( Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA). O limiar de

reatividade foi calculado pela média aritmética das densidades opticas das trés

amostras de LCR padrdo negativos, acrescidas de 2 desvios padrdes (BASSI

et al, 1991).

3.9.3. Eletroforese em gel de Poliacrilamida e o Teste de “Western

Blotting” para o Diagnéstico de Neurocisticercose Humana

3.9.3.1. Titulagdo do Conjugado IgG de Coelho anti-IgG Humana-

Peroxidase pelo Teste ELISA para a Aplicacio do Teste “Western
Blotting”

Preparou-se outro lote de conjugado IgG de coelho anti-
IgG humana-peroxidase, utilizando-se os mesmos reagentes e procedimentos
descritos anteriormente. Realizou-se a seguir a titulagio do conjugado obtido
frente a duas amostras de LCR positivas para neurocisticercose e duas
negativas para esta parasitose e, controles somente de diluente para cada
antigeno utilizando-se o teste ELISA, conforme descrito anteriormente. O
conjugado foi testado nas diluigdes: 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 e 1/1600
em PBS-T 0,05 %. Os LCR foram diluidos 1/5 em PBS-T 0,05 % e, os quatro
extratos antigénicos foram utilizados na concentragfo de 10 pg/ml diluidos em
tampdo carbonato-bicarbonato (pH 9,6). O titulo ideal foi escolhido apos
andlise comparativa das densidades Opticas das amostras, sendo que para o
teste “Western Blotting” adotou-se um titulo 10 (dez) vezes menor do que o

obtido pelo teste ELISA.
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3.9.3. 2. Eletroforese em gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil de proteinas dos metacestddeos, homologo e
heterdlogo, reconhecidas pelos anticorpos presentes nas amostras de LCR foi
analisado pela técnica de “Western Blotting”. Para isto, amostras dos quatro
extratos antigénicos foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) a 12 % segundo LAEMMLI (1970).

Os géis de separagio e de empilhamento foram
preparados conforme descrito no item 3.8.1 deste trabalho no volume ideal
para a obtencdo do gel na concentracdo de 12 %.

As placas foram montadas em cubas para eletroforese
contendo o tampao Tris-glicina 0,025 M pH 8.3.

Os extratos antigénicos foram ajustados para se obter
equivaléncia das concentragdes protéicas para 850 pg/ml. Para os extratos
salinos, homologo e heterdlogo, utilizou-se 250 ul diluido volume a volume
(v/v) em tampdo de amostra, sem - mercaptoetanol (agente redutor), e como
as amostras de extratos SDS de ambas espécies ja se encontravam diluidas em
tampdo de amostra, utilizou-se 250 upl. As quatro aliquotas de antigenos
foram submetidas a um aquecimento de 100° C em banho-maria durante trés
minutos. A seguir estas amostras foram aplicadas, uma para cada gel
preparado, no pogo unico do gel paralelamente a padrdes de alto e baixo peso
molecular.

Os padrdes de pesos moleculares foram obtidos do “Kit
Electrophoresis calibration for molecular weight proteins™ (Sigma, M 3913 e
M3788), cujas proteinas foram citadas anteriormente.

A corrente inicial da eletroforese foi de 20 mA e
voltagem constante de 250 V, sendo aumentada para 25 mA quando as

proteinas atingiram a linha correspondente ao inicio do gel de separagéo.
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3.9.3.3. Reacio de “Western Blotting”

Apo6s a migragdo eletroforética das proteinas realizou-se
a transferéncia destas para membranas de nitrocelulose 0,45um (Hybond-C
Amersham, Life Science) de acordo com as técnicas descritas por TOWBIN,
STAEHELIN ¢ GORDON (1979) com modificagdes. Foi preparado um
“sandwich” utilizando-se 12 folhas de papel de filtro (Munktell, Grau IF,
Pharmacia - LKB, Suécia) recortadas com a mesma medida de area do gel;
membrana de nitrocelulose € o gel de poliacrilamida contendo as fragdes
antigénicas, sendo a transferéncia efetuada em sistema semi-timido, utilizando-
se o equipamento Multiphor II Electrophoresis Unit (Pharmacia - LKB,
Suécia).

As folhas de papel de filtro e a membrana de
nitrocelulose (10x15cm = 150cm? ) foram umedecidos em tampdo de
transferéncia. Primeiramente, seis folhas de papel de filtro foram colocadas
uma sobre a outra na cuba de transferéncia previamente umedecida com dgua
destilada. Em seguida, colocou-se a membrana de nitrocelulose, o gel e as
outras seis folhas de papel de filtro, cuidadosamente, para evitar-se a formagao
de bolhas de ar. A este material foi aplicada uma corrente elétrica de 0,8 mA
por cm® , durante duas horas. Apés a transferéncia, a nitrocelulose foi corada
com solugdo de Ponceau S (Merck, Germany) a 0,5 % em acido acético a 1 %
a fim de verificar-se a eficiéncia da transferéncia.

A membrana de nitrocelulose foi cortada em tiras, de
aproximadamente 3 mm de largura, e seus sitios ativos foram bloqueados com
uma solugdo de PBS a 0,05 % de Tween 20 (PBS-T) adicionada de 5 % de
leite desnatado (Molico, Nestlé, Brasil) durante duas horas, a temperatura
ambiente e sob agitagdo lenta. Um volume de 500 ul das amostras de LCR
diluidas 1/5 em PBS-T adicionada de 1 % de leite desnatado, foi adicionado as

tiras de nitrocelulose, paralelamente a amostras padrdes positiva € negativa de
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LCR, testados previamente por ELISA. As tiras foram incubadas por 18 horas
a 4° C, sob agitagdo lenta e continua em cimara umida e posteriormente
submetidas a 6 ciclos de lavagens durante cinco minutos cada, com PBS-T
acrescido de 1 % de leite desnatado. As tiras que receberam amostras de LCR,
adicionou-se  500ul do conjugado IgG de coelho anti-imunoglobumina G
humana marcado com peroxidase diluido no titulo ideal em PBS-T acrescido
de 1 % de leite desnatado. A reagdo foi incubada por duas horas a temperatura
ambiente sob agitagdo lenta e continua. As tiras foram submetidas a 6 lavagens
de 5 minutos cada em PBS (pH 7,2) e a reagfio foi revelada com 500 ul da
solugdo contendo 2,5 mg de 3,3-diaminobenzidina (DAB) (Sigma, D 8001)
diluidos em 15 ml de PBS € 225 1 de solugdo a 30 % de H,0, .

Apobs o aparecimento de bandas de coloragdo marrom,
cerca de 5 minutos, a reagdo foi interrompida pela adi¢do de agua destilada por
quatro vezes nas canaletas contendo as tiras de nitrocelulose, aspirando-se em
seguida. As tiras foram submetidas a secagem a temperatura ambiente, e

posteriormente coladas em folha sulfite.

3.10. Normas De Biosseguranca
Todo o procedimento de colheita, manuseio do material
biolégico e dos reagentes, bem como a utilizagdo dos equipamentos foram

realizados de acordo com as normas de biosseguranga compativeis segundo

CHA VES-BORGES, MINEO (1997).

3.11. Analise Estatistica
A analise estatistica dos resultados do Teste ELISA foi

feita em termos de porcentagem de positividade e de negatividade do teste para

as amostras de LCR testadas frente aos extratos antigénicos estudados.
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O peso molecular das bandas foi estimado a partir da
curva de regressdo linear construida pelos valores dos pesos moleculares dos

marcadores x o Rf (motilidade relativa), obtido através da formula:

Rf=Distincia da origem a migrac¢do

Distancia da origem ao ponto de referéncia

Para a interpretagdo dos resultados do teste “Westemn
Blotting” utilizou-se o programa de computa¢do “Statistic for Windows-
Release versdo 4.5 A” (Statesoft, Inc., 1993), sendo que. o teste realizado foi o
de analise comparativa entre duas proporg¢des e os calculos das significancias
entre as diferentes freqti€ncias incluiram um erro maximo de 5% (p<0,05). A

hipétese nula foi aceita quando p>0,05 (5%).




4. RESULTADOS

4.1. Obten¢iio e Caracterizacio dos Extratos Antigénicos Salino e SDS,
Homélogo e Heterélogo

Foram utilizados dois métodos de extragdo de antigenos:
salino e SDS, empregando-se metacestodeos de duas espécies de parasitos: 7.
solium (homologo) e T. crassiceps (heterélogo). Os rendimentos protéicos dos
extratos obtidos estdo demonstrados na Tabela 1, onde observamos que a
extragdo por SDS apresentou maior indice de proteinas em comparagio com o
método salino para ambas as espécies: 5,4 vezes mais na heterdloga e 4,7
vezes mais na homodloga. O indice de polissacarides foi mais elevado nos
extratos heterdlogos em comparagido com os homologos..

Os extratos antigénicos obtidos foram submetidos a
separagdo de peptideos por SDS-PAGE a 12 % e coloragdo por nitrato de
prata. Na figura 1 observamos que o método de extra¢do salino mostrou maior
densidade de bandas, tanto na espécie homologa quanto na heteréloga, em

comparagdo aos extratos SDS.

Tabela 1 - Determinagdo da concentragio de proteinas e de polissacarides
dos extratos salino e SDS obtidos de metacestodeos de 7. solium (homdlogo)

e de metacestodeos de 7. crassiceps (heterdlogo).

Extratos Antigénicos Proteinas (jg/mhb)* Polissacirides (pg/ml)*
Salino homologo 1950 552
Salino heterélogo 410 920
SDS homologo 4500 370
SDS heterologo 2200 1000

* valor médio calculado a partir de duas dosagens, para dois lotes de cada extrato antigénico.
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Figura 1 - Analise eletroforética de antigenos de metacestodeos de 7. solium (homologo) e
de 7. crassiceps (heterélogo), obtidos por diferentes métodos de extragdo (salino e SDS);
através de SDS-PAGE a 12 % de concentragdo. Coloragdo por nitrato de prata
(concentragiio protéica: 4ug/coluna). Colunas: 1 - Extrato SDS heterologo; 2 - Extrato
Salino heterologo; 3 - Extrato Salino homoélogo; 4 - Extrato SDS homélogo; 5 -

Marcadores de altos pesos moleculares e 6 - Marcadores de baixos pesos moleculares. KDa;

kilo Daltons; SDS: Sulfato Duodecil de Sodio;

42
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4.2. Ensaios Imunoenzimaticos

4.2.1. Padronizaciio do Teste ELISA
O Teste ELISA foi padronizado utilizando-se trés

concentragdes protéicas dos extratos obtidos: 10, 20 e 40 pg ml e amostra de
LCR padrio reagente e ndo reagente para neurocisticercose, diluidos 1/5,
incluindo controles: pogos somente com o diluente do espécime sem extratos
antigénicos, e pogos com o diluente ¢ com as diferentes concentragées dos
extratos antigénicos (as diluigoes do conjugado foram adicionadas em todos os
controles). As diluigdes testadas do conjugado IgG de coelho anti-IgG humana
marcada com peroxidase foram as seguintes: 1/50, 1/100, 1/150, 1/200, 1/300,
1/400. Nas Figuras 2, 3, 4 e 5 estdo demonstrados os resultados destas
padronizagdes, onde se observa que a concentragdo proteica de 10 pg/ml
apresenta boa discriminagdo entre amostras de LCR reagente e ndo reagente
reconhecidas pelo anticorpo secundario presente no conjugado, aliado a
economia de reagentes. O titulo 6timo do conjugado imunoenzimatico
escolhido foi 1/150 para a espécie homologa e 1/100 para a heteréloga, pois
possibilitaram melhor discriminagdo de LCR reagente e ndo reagente no

ensaio. A placa de microtitulagdo teve melhor desempenho técnico com estas

diluicdes dos extratos e do conjugado.
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Figura 2 - Curva de reatividade do Teste ELISA em amostras de liquido cefalorraquidiano
(LCR) padrdo reagente (LCR +) e ndo reagente (LCR -) para neurocisticercose, diluidos
1/5, frente ao extrato salino utilizando metacestodeos de 7. solium nas concentragdes: 10,
20 e 40pg/ml, S: sem; C: com; Ag: extrato. Utilizando-se diferentes titulos do conjugado

IgG de coelho anti-IgG humana-peroxidase: 50, 100, 150, 200, 300 e 400.
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Figura 3 - Curva de reatividade do Teste ELISA em amostras de liquido cefalorraquidiano
(LCR) padrio reagente (LCR +) e ndo reagente (LCR -) para neurocisticercose, diluidos
1/5, frente ao extrato salino utilizando metacestodeos de 7. crassiceps, nas concentragdes:
10, 20 e 40ug/ml, S: sem; C: com; Ag: extrato. Utilizando-se diferentes titulos do

conjugado IgG de coelho anti-IgG humana-peroxidase: 50, 100, 150, 200, 300 e400.




Absorbancia (492 nm)

46

09 -
{ —@—LCR + (10)
g —@—LCR + (20)
07 | ——&—LCR + (40)
—#—LCR - (10)
0.6 + —8—LCR - (20)
~——A——LCR - (40)
| ~——&—S$ LCR C.Ag(10)
04 | @8 LCR C.Ag(20)
| —th—$ LCR C.Ag(40)
------ S.LCRS.Ag
{
1000

10 100
Reciproca da Diluicéo (log)

Figura 4 - Curva de reatividade do Teste ELISA em amostras de liquido cefalorraquidiano

(LCR) padrio reagente (LCR +) e ndo reagente (LCR -) para neurocisticercose, diluidos
1/5. frente ao extrato SDS utilizando metacestodeos de 7. solium, nas concentragdes: 10,

20 e 40pg/ml; S: sem; C: com; Ag: extrato. Utilizando-se diferentes titulos do conjugado

IgG de coelho anti-IgG humana-peroxidase: 50, 100, 150, 200, 300 e 400 SDs: sulfato duodecil

de sodio..
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Figura 5 - Curva de reatividade do Teste ELISA em amostras de liquido cefalorraquidiano

(LCR) padrio reagente e ndo reagente para neurocisticercose, diluidos 1/5, frente ao
extrato SDS utilizando metacestodeos de 7. crassiceps, nas concentragdes: 10, 20 e

40pg/ml. Utilizando-se diferentes titulos do conjugado IgG de coelho anti-IgG humana-

peroxidase: 50, 100, 150, 200, 300 e 400. SDS: Sulfato Duodecil de Sodio..
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4.2.2. Padronizag:ﬁo do Teste “Western Blotting”

O teste “Western Blotting” foi padronizado utilizando-se um

segundo lote de conjugado IgG de coelho anti-IgG humana marcado com
peroxidase. A titulagdo do conjugado foi realizada através do teste ELISA IgG
frente a amostras de LCR, diluidas 1/5, duas reagentes e duas ndo reagentes
Para neurocisticercose. A concentragdo protéica dos extratos foi de 10 pg/ml
(anteriormente definido). Assim para os extratos homoélogos obteve-se a
dilui¢do 6tima de 1/800 e para os extratos heterologos de 1/100. Nas reagdes
de “Western Blotting” o conjugado foi utilizado numa diluigdo

aproximadamente 10 vezes menor que os obtidos pelo ELISA, ou seja, 1/100

para os extratos homologos e 1/20 para os heter6logos.
Na Figura 6 temos a padronizagdo do teste de “Western

Blotting”, onde foram utilizados os controles de LCR reagentes e ndo
reagentes; controles somente com o diluente do espécime e o conjugado nas

diluigdes definidas para os extratos antigénicos de cada espécie parasito.
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4.3. Deteccio de Anticorpos IgG Anti-Neurocisticercose Humana em

Amostras de LCR frente aos Quatro Extratos Antigénicos através dos

Testes ELISA e “Western Blotting”

4.3.1. Sensibilidade e Especificidade do Teste ELISA
Nas Figuras 7 ¢ 8 temos a sensibilidade e especificidade,

respectivamente, dos testes ELISA realizados frente aos quatro extratos
antigénicos obtidos. Para o calculo da sensibilidade e da especificidade
considerou-se as freqiiéncias de positividade e de negatividade dos grupos de
LCR reagente (n= 40) e ndo reagente (n= 39) respectivamente. A sensibilidade
do ensaio para o extrato salino homélogo foi de 100 %, teste de referéncia, do
salino heterélogo foi de 85 %, 95 % para o extrato SDS homdlogo e de 87,5 %
para o SDS heterélogo. A especificidade foi de: 100 % para cada extrato
analisado. Nio houve diferenga estatistica significante entre os métodos de

extragdo antigénica salino € SDS na sensibilidade e especificidade do teste; as

espécies parasitos (homologa ¢ heterdloga) utilizadas no teste ELISA

apresentaram resultados similares de sensibilidade e especificidade (p>0,05).
O limiar de reatividade do teste ELISA foi calculado para

cada reagdo realizada conforme descrito em material e métodos, na Tabela 2

temos os valores das absorbancias dos controles negativos de cada reagdo
frente aos quatro extratos testados ¢ 0 limiar de reatividade (“cut-off”) para

cada extrato. calculado utilizando-se a média das absorbancia de trés amostras
?

de LCR. de referéncia, ndo reagentes para neurocisticercose acrescidos de dois
? .

desvios padrio.
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Tabela 2 -Limiar de Reatividade do Teste ELISA IgG em 84 amostras de LCR de

pacientes com neurocisticercose € controles, para quatro extratos antigénicos: salino € SDS

utilizando-se metacestodeos de T. solium (homologo) e de T crassiceps (heterdlogo). SDS:

Sulfato Duodecil de Sodio.

idade * (densidade optica a 492 nm)

Reagio Limiar de Reativ
Extratos Antigénicos

ELISA
nGmero  Salino Homologo ~ Salin® Heterologo  SDS Homologo SDS Heterologo ;jl

1 0,181 0,174 0,242 0,122 3
2 0,212 0,251 0,187 0,286 ;
3 0,154 0,196 0,136 0,104 I
4 0,193 0,211 0,254 0,342 |

* Cloulo a partir da media das densidades bpticas de trés amostras 3o LCR niio reagentes para neurocisticercose, de

referéncia, acrescida de dois desvios padrao



54

4.3. il i
2. Anilise dos Marcadores Antigénicos Reconhecidos por Amostras de

LCR frente aos Extratos Antigénicos através do Teste “Western Blotting”

Do universo de 84 amostras de LCR estudadas foram

testadas pelo “Western Blotting” 55 amostras; destas 40 foram do grupo de

d' roes .. .
iagnostico comprovado de peurocisticercose, cmeco de pacientes com suspeita

clin; o
linica de neurocisticercose € 10 do grupo com outras alteragdes neurologicas

Pelos resultados do teste de “Western Blotting” foram

calculadas as freqiiéncias das bandas de pesos moleculares aparentes (kDa)

e e e R

corpos 1gG  das amostras 10s quatro extratos

reconhecidas pelos anti

ultados estdo demonstrados nas Tabelas 3 ¢ 4.

Foram reconhecidas 15 bandas antigénicas: 8, 12-13, 18, 24, 26-28, 39-42, 43,

54, 64-68, 77, 83, 86, 88,9295 ¢ 108-114kD

antigénicos utilizados. Estes res

a. As dez amostras do grupo de |

ologicas nao reconheceram marcadores antigénicos em Il

outras alteragdes neur

nenhum extrato testado.

Apds ©0S calculos das freqiiéncias das bandas, foram
realizadas analises comparativas entre duas proporgdes para oS dois métodos
de extragdo: salino e SDS, e pard cada espécic de parasito (homologa €
A significincia entre as

s métodos de extragao.

heterdloga) frente aos doi
definida para erro maximo de 5% (p<0,05). |

diferencas de duas proporgoes foi
Na Figuras

marcadores de pesos
S, utilizando o extrato salino, onde se observa

9 esta demonstrada 2 freqiéncia de

reconhecimento dos moleculares aparentes pelas

amostras de LCR testada
gnificantes entre as espécies homologa €

g 18, 24, 45, 54, 83, 86, 88, 92-95 ¢

diferencas estatisticamente si
heteréloga nos seguintes marcadores:

108-114 kDa (painel A). Duas bandas antigéni
3 kDa no heterologo. As b

g-114 kDa (heterc’)logo) (p

cas foram exclusivas: 24 kDa no
andas 26-28, 45 € 64-68

extrato homélogo e a de 8
ainel B) foram

kDa (homologo) € 88 ¢© 10
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reconhecidas por amostras de LCR de pacientes com suspeita clinica de

neurocisticercose, com p<0,05.

Na Figura 10 observa-se a freqiiéncia de reconhecimento dos

s duas espécies parasitos quando utilizou-se @

as 18, 54, 64-68, 77, 83, 86, 88 ¢ 108-114 kDa

marcadores antigénicos na

extragio por SDS. As band

(painel A) apresentaram diferen¢a significante (p<0,05). As bandas exclusivas

foram: 86 kDa no extrato homologo € 83 e 88 kDa no heterologo. A banda 64-
68 kDa foi predominante no extrat
g. As bandas: 64-68 e 77 kDa foram

o homologo. As bandas 24 e 45 ndo foram

reconhecidas nos extratos SD
reconhecidas no grupo de cinco amostras com suspeita clinica (p<0,05).

A Figura 11 apresenta a freqiiéncia de marcadores

antigénicos reconhecidos pelas amostras de LCR na espécie homologa frente
a0s dois extratos testados: salino € SDS . As bandas imunodominantes (com
cima de 40%) foram: 64-68 (60%) €
50%), 77 (47,5%) € 86 (40%) kDa
nte (painel A). E as bandas com

7-13, 18, 24, 26-28, 45, 54, 86 ¢

freqiiéncia de reconhecimento igual ou a
45 kDa (50%) e 64-68 (65%), 108-114 (
nos extratos salino ¢ SDS respectivame
diferenca de freqiiéncia significante foram: 1

92-95 kDa. Dentre estas pandas de pesos molec
foram reconhecidas somente 1
nte no extrato gDS. No painel B observa-se que ©
8 kDa no extrato salino

ulares aparentes, as de 12-13,

24,26-28. ¢ 45 kDa o extrato salino e as bandas

de 8 ¢ 18 kDa some

reconhecimento dos marcadores: 6-28, 45 ¢ 64-6

¢ 77 kDa no extrato SDS homologo com p<0,05.

homélogo; e os de 64-68

Na Figura
s de pesos moleculares aparentes
xtragdo: salino e

12 esta demonstrada  a freqiiéncia de

pelas amostras

reconhecimento de marcador
q frente aos dois métodos de €

de LCR na espécie heterdlos
SDS. Foram imunodominantes 4

114 (70%), 92-95 (55%), 83 ¢ 64
%), 88 (82,5%) ¢ 92:95 KDa (42,5

aparentes: 108-
(42,5%) no

s bandas de pesos moleculares

68 (50% cada), e de 88 kDa
%) no extrato

extrato salino; 108-114 (92,9
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SDS (painel A). As bandas com diferenga de freqi€ncia significante foram: 12-
13, 18, 45, 54, 64-68, 77, 88 ¢ 108-114 kDa. Dentre estas as bandas de 12-13,

18, 45 54, 64-68 ¢ 77 kDa foram mais reconhecidas no extrato salino € as

demais no SDS. No painel B observa-se o reconhecimento dos marcadores de

88 ¢ 108-114 kDa no extrato salino heterclogo.



Tabela 3- Freqiéncia das bandas antigénicas de metacestodeos de Taenia solium

ologo) reconhecidas por 40 amostras de LCR

(homélogo) e de Taenia crassiceps (heter:
o Teste “Western Blotting”.

com diagnostico comprovado de neurocisticercose através d

SDS: Sulfato Duodecil de Sédio. kDa: kilo Daltons.

EXTRATOS ANTIGENICOS

BANDAS
Peso Molecular Salino Salino SDS SDS

(kDa) Homologo Heterologo Homélogo Heterologo
n % n % n % n %
8 0 0 9 22.5 1 2,5 5 12.0
12-13 13 32.5 7 17,5 0 0 I 2,5
18 0 0 8 20,0 12 30,0 1 2.5

24 10 25,0 0 0 0 0 0 0
26-28 9 225 4 10,0 0 0 1 2,5
3942 315 3 7,5 125 2 50

45 20 50,0 9 22,5 0 0 0 0
54 ] 25 7 17,5 14 350 1 2,5
64-68 24 60,0 20 500 26 650 3 15
77 13 325 15 375 19 475 4 100
83 0 0 20 50.0 0 0 15 375

86 6 15,0 0 0 16 40,0 0 0
38 o 0 17 425 0o 0 33 825
92-95 5 12.5 22 55.0 15 37,5 17 425
70,0 22 55,0 37 92,5

108-114 15 37,5 28
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Tabela 4 - Freqiiéncia das bandas antigénicas de metacestddeos de Taenmia solium

(homologo) e de Taenia crassiceps (heterdlogo) reconhecidas por 5 amostras de LCR de

pacientes com suspeita clinica de neurocisticercose, através do teste “Western Blotting”.

SDS: Sulfato Duodecil de Sodio. kDa: kilo Daltons.

EXTRATOS ANTIGENICOS

BANDAS
Peso Molecular SALINO SALINO SDS SDS
(kDa) Homélogo Heterdlogo Homélogo Heterologo
n Y% n % n % n %
8 0 0 0 0 0 0 0 0
12-13 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 0 0
26-28 1 20,0 0 0 0 0 0 0
3942 0 0 0 0 0 0 0 0 {
45 1 20,0 0 0 0 0 0 0 (
54 0 0 0 0 0 0 0 0 1
64-68 2 40,0 0 0 2 400 0 0 ;1
77 0 o' 0 0 1 200 0 0
83 0 0 0 0 0 0 0 0
86 0 0 0 0 0 0 0 0
88 0 0 1 20,0 0 0 0 0 4
92-95 0 0 0 0 0 0 0 0 ‘
108-114 0 0 2 40,0 0 0 0 0

1
i
i
i
{3
3
1
!
4
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Figura 9 - Freqiiéncia do reconhecimento de marcadores antigénicos (kDa) de 45 amostras

tico comprovado de neurocisticercose (NO)

de liquido cefalorraquidiano, 40 com diagnos
NC (Painel B); diluidas 1

stodeos de T. solium; fre
e 1. crassiceps

/5, testadas por “Western

(Painel A) e de 5 com suspeita clinica de
nte a0s

Blotting” para detecgdo de anticorpos IgG anti-metace

T. solium (homologo) € d

€Xtratos salinos utilizando metacestodeos de
(p<0,05). SDS: Sutfato

gnificante com €rro méaximo de 5%

(heterélogo). * Diferenga entre duas proporgdes St

Duodecil de Sodio. kDDa: kilo Daltons.
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40 com diagnostico comprovado de
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amostras de liquido cefalorraquidiano,

neurocisticercose (NC) (Painel A) e de 5 com suspei
“Western Blotting” para detecgdo de anticorpos IgG ant

s extratos SDS utilizando metacestodeos de T. solium (homdlogo) €

) * Diferenga entre duas proporgdes significante com €110 maximo de 5%

1/5, testadas por
de T. solium; frente a0
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F igura 11 - Freqiiéncia do reconhecimento de marcadores antigénicos (kDa) de 45
dmostras  de liquido cefalorraquidiano, 40 com diagnostico comprovado de
N€urocisticercose (NC) (Painel A) e de 5 com suspeita clinica de NC (Painel B); diluidas

s, testadas por “Western Blotting” para detecgdo de anticorpos IgG anti-metacestodeos

de 7: solium; utilizando metacestédeos de T. solium (homdlogo) frente a dois métodos de

eXtr. acdo antigénica: salino e SDS. * Diferenca entre duas proporgdes significante com erro maximo de 5%

(B<0,05). SDS; Sulfato Duodesil de Sédio. kDa: kilo Daltons.
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Figura 12 - Fregiiéncia do reconhecimento de marcadores antigénicos (kDa) de 45

neurocisticercose (NC)
r “Western Blotting”

amostras de LCR, 40 com diagnostico comprovado de (Painel A) €

d . I'4

€ S com suspeita clinica de NC (Painel B); diluidas 1/5, testadas po.

estodeos de 7. solium, gtilizando metac

extragao antigénica: salino € SDS. *
e Sodio. kDa:

4ximo de 5% (p<0,05). gpS: Sulfato Duodecil d

estodeos

a . : :
Para deteccido de anticorpos IgG anti-metac

d : .
€ I' crassiceps (heterdlogo) frente a dois métodos de

Diferepe
N Tenca entre duas proporgdes significante com €70 Mt
llo Daltos,
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“Western Blotting” na -
tras de LCR

4.4. Comparacoes entre os Testes ELISA e
Detecciio de Anticorpos IgG Anti-Neurocisticercose em Amos
frente aos Quatro Extratos Antigénicos Utilizados

Na Tabela 5 estdo demonstrados 0S
«“Western Blotting” e ELISA, em

resultados

comparativos entre os dois testes realizados,
45 amostras de LCR, 40 com diagnostico de neurocist
peita clinica da parasitose; frente aos qua
Observa-se, nesta Tabela, que o0S resultados

testes, em amostras de pacientes com

icercose € ¢Inco de

pacientes com Sus tro extratos

antigénicos utilizados.

concordantes positivos, entre 0S dois
92,5%, 87,5% ¢ 97,5% nos extratos: salino

neurocisticercose, foram: 85%,
SDS  heterdlogo,

homologo, salino heterologo, SDS homologo €

respectivamente (p>0,05).

Os indices concordantes negativos entre 0S dois testes,

nas amostras com neurocisticercose, 0s extratos homologos ndo apresentaram

s testes €, NOS

nenhuma amostra ndo reagente simultaneamente pelos doi

e 2,5% de amostras ndo reagentes para cada.

extratos heterélogos o indice foi d
entaram resultados discordantes

As amostras que apres

com “Western Blotting” reagente € ELISA ndo reagente, para

e 10% nos extratos: salino homologo,

neurocisticercose foram: 0%, 12,5%, 5%
p<0,05

salino heterdlogo, SDS homologo e SDS heterologo, respectivamente (

entre 0% e 12,5%; 0% e 10%)

As amostras que apresentaranm resultados discordantes

no grupo com

«iWestern Blotting” ndo reagente € ELISA reagente,
mologo,

5%, 5%, 15% ¢ 0% nos extratos: salino ho
ologo respectivainente (p>0,05).

com
neurocisticercose, foram: 1
terologo, SDS homologo e SDS heter

No painel B da Tabela 5 observa-

salino he
se que as cinco

foram reagentes

peita clinica de neurocisticercose
m ELISA

amostras de LCR com Sus

pelo “Western Blotting”™ no extrato SDS homdlogo, sendo duas co

e e i b o
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reagente e trés com ELISA ndo reagente; no extrato SDS heterélogo, as cinco
amostras nio apresentaram reatividade em nenhum dos testes empregados.

As Figuras 13 e 14 ilustram o padrfio de reconhecimento
de marcadores antigénicos por 10 amostras de LCR pertencentes ao grupo de

40 amostras de pacientes com neurocisticercose, frente aos quatro extratos

utilizados.
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Tabela 5 - Comparagdes entre os resultados dos testes: “Western Blotting”
(WB) e ELISA em 45 amostras de liquido cefalorraquidiano, 40 de pacientes
com neurocisticercose (painel A) e 5 com suspeita clinica de neurocisticercose
(painel B); utilizando extratos de metacestédeos de 7' solium (homélogo) e de

T. crassiceps (heter6logo). sps: Sulfato Duodecil de Sédio.

A
Extratos Antigénicos WB+ e WB+ e WB- e WB- e
ELISA+ ELISA- ELISA+ ELISA-
Salino Homologo 34 (85,0) 0 (0,0%,**) 6 (15,0) 0 (0,0)
Salino Hetero6logo 37(92,5) 5(12,5%) 2 (5,0) 1(2,5)
SDS Homologo 35 (87,5) 2 (5,0) 6 (15,0) 0 (0,0)
SDS Heterdlogo 39(97,5)  4(10,0%%) 0 (0,0) 1(2,5)

() porcentagem de concordancia ou discordéncia entre os dois testes realizados.

* #* Diferenga significante entre duas proporgdes com p=<0,05.

B
Extratos Antigénicos WB+ e WB+ e WB-e WB- e
ELISA+ ELISA- ELISA+ ELISA-
Salino Homélogo 0 (0,0) 3 (60,0) 0(0,0) 2 (40,0)
Salino Heterologo 1 (20,0) 3 (60,0) 1 (20,0) 1 (20,0)
SDS Homélogo 2 (40,0) 3 (60,0) 1(20,0) 0 (0,0)
SDS Heterdlogo 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 5 (100,0)

( ): porcentagem de concordancia ou discorddncia entre os dois testes realizados.
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Figura 13 - “Immunoblot” de 10 amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes do

grupo de 40 amostras com neurocisticercose, diluidas 1/5. Titulo do conjugado: 100 (nos

extratos homologo) e de 20 (nos extratos heterdlogos) Utilizando antigenos de 7. solium

(homologo) e de 7. crassiceps (heterélogo): ): A - extrato salino homologo; B - extrato

salino heterdlogo. Concentragdo protéica dos extratos: 850ug/ml-. SDS: Sulfato Duodecil de

Sédio; kDa: kilo Daltons.
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de pacientes do

idas 1/5. Titulo do conjugado: 100 (nos
os de T. solium

e liquido cefalorraquidiano

Figura 14 - «Immunoblot” de 10 amostras d

grupo de 40 amostras com neurocisticercose, dilu

) e de 20 (nos extratos heterologos)
A - extrato SDS homologo;

Utilizando antigen

extratos homologo
(homologo) € de T- crassiceps (heter6logo): B - extrato SDS
¢do protéica dos extratos: 850pg/ml-. SDS: Sulfato Duodecil d¢ Sodio; kDa:

heterologo. Concentra

kilo Daltons.
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5. DISCUSSA
SAO
antigenos POr gps foi

utiliza
do, pela primeira VeZ, : ticercose humand no
prese )
nte trabathos. Os extratos gpS obtidos, homolo
avolvidos, pois

aprese
ntaram maior Tendimento quantitafivo 108 ensaios dese
extratos salinos

protéicas superiores a0s

tracdo de antigenos de

T
oxoplasma gondii (Nicolle: Manceaus, 1908) POF BORGES (1996):
sm sido amplamente utilizado DO

O teste ELISA tém

obti
veram concentragoes

c
orrespondentes. Este

dia ;e
gnostico de varias doengas infeccl

conforme os Quadros 1& 1 do item

ois detectd nanogramas Je anticorpos anti-

metacestodeos de 7. SO/ presentes nas ostras biologicas principalmente
g sa0 estavels,

LC
R e soro. O test® ¢ de execucd 108 reagente

port
anto altamente reprodutwel ¢ a let
ndo reagente, pard

ELISA yaria em

sensibilidade ¢ elevada, P

¢ visual quando S¢ tem

determlnada

doenga (DIWAN et al-
fu
medo das endemias Ja 4rea d¢ estud0,
1 0 Jiagnostico de

a especificidade do ensalo i
dividuos de Bangladesh,

ne 4
urocisticercose humana em amo
asit0Se, & menor

ére AP ~ . M 2
a sdcio-econdmica deficiente © nio
do
que em amostras de sO
es L o
truturas sanitarias © de ﬁscahza@ao ¢ carmes par
: abatho, 85 amostras

tam 4 - )

bém niio endémica pard & arasi

de LCR, de pacientes com neuromsncercose, que 140 reagly
acGes DA

E
LISA oram provemer® e
C.E penhuma am

parenquimatosas o4 na regido o parl ental d° SN
o foi ada. NO grupo de

grupo controle negativo, portanto
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Paciente o olini isti
s com suspeita clinmica de neurocisticercose trés amostras apresentaram

tes
te ELISA reagente: uma no extrato salino heterologo ¢ duas no SDS
aioria dos testes ELISA

hOm’

6logo. Conforme os Quadros citados a m

padroni . . L g T
onizados e aplicados no diagnostico de neurocisticercose humana

utili :

tilizaram extrato total de metacestodeos de 7. solium como fonte de antigenos
a : : : .

dsorvidos em microplacas. Em locais onde esquistossomose ¢ hidatidose
e ELISA utilizando extrato total de

In . A
Imanas ndo sio endémicas o test
r indice de resultados falso-

m A r; "
etacestodeos de 7. solium apresenta meno
ade cruzada é maior

positivos (DIWAN et al., 1982). O indice de reativid

quando se utiliza amostras de soros. A reatividade positiva
porém ndo comprova a Jocalizagdo no SNC,

no soro de

Pacientes diagnostica cisticercose,
jo do parasito permancce indefinida

Visto que a freqiiéncia relativa da localizag
utilizagdo do espécime LCR

(ANDRIANTSIMAHAVANDY et al., 1997)- A
aumenta a especiﬁcidade do ensaio, visto que ab
sm esta amostra sO €

limita o acesso de anticorpos séricos a0 SNC. Pore
s do SNC, pois ¢ um procedimento

inado para ndo expor 0 paciente a

arreira hematoencefalica

colheitada em situagdes de patologia

delicado, que exige profissional médico tre

I1Scos inerentes ao ato.
O teste de “Western Blotting” € de grande valor na

bina a fina resolugdo da ele
de detectar pequenas quantid

de poliacrilamida com a alta sensibilidade
ARRALDE et al., 1989).

anticorpos do ensaio imunoenzimatico (L
Dentre as 15 bandas de pesos moleculares aparentes

R de pacientes com ne

troforese em gel

anlise de extratos totais, pois com
ades de

urocisticercose, na
24, 26-28, 39-

reconhecidas em amostras de LC
ordem

a literatura: 8, 12-13, 18,
ram imunodominantes, €m
andas: 64-68 € 45 kDa; 108-

6 kDa; 108-114, 88 ¢

Presente dissertagdo, 11 sd0 descritos 1t
42, 45, 64-68, 88, 92-95 ¢ 108-114 kD2 Fo
ade reconhecimento, as b

decrescente de freqiiénci
2 64-68, 108-114,77 ¢ 8

114, 92-95, 83, 64-68 ¢ 88 kD



70

92-95 kDa respectivamente nos extratos antigénicos: salino homélogo, salino

heterélogo, SDS homélogo e SDS heterdlogo.
A banda de 8 kDa foi descrita, juntamente com a de 26

kDa, por GOTTSTEIN, TSANG, SCHANTZ (1986) em amostras de LCR e
S0ro; com sensibilidade e especificidade de 100% no teste “enzyme-linked

immunoelectrotransfer blot “ (EITB).
As bandas de pesos moleculares de 12-13, 18, 24 e 39-

42 kDa correspondem a quatro das sete glicoproteinas, 50, 42-39, 24, 21, 18,
14 ¢ 13 kDa, purificadas por TSANG, BRAND, BOYER (1989). Estas

glicoproteinas tém sido muito utilizadas no diagnostico de cisticercose humana
tanto em amostras de LCR quanto de soro; conforme os Quadros IIl e IV do
item 1.2.4. deste trabalho. A sensibilidade do EITB com a utilizagdo destas
glicoproteinas é de 98% e a especificidade ¢ de 100%, segundo a padronizagdo
e cujos indices tém sido reproduzidos nos trabalhos de aplicagdo. Na presente

dissertaqéo nio se utilizou substancias com afinidade por glicoproteinas, por
glicoproteinas

exemplo: lectinas, fato que aumentaria 3 detecgdo de
antigénicas. A freqiiéncia de detecgdo da banda de 12-13 kDa foi de 32,5% no
extrato salino homélogo. As bandas de 13 € 14 kDa sdo associadas a lesdes

vesiculares, ou seja, identificam a presen¢a de metacestddeos vidveis no SNC;
quistossomose nao ¢ endémica (SIMAC ez

em regides geograficas onde a es

al., 1995). A banda de 24 kDa somente foi reconhecida, pelas amostras de

LCR testadas no extrato salino homélogo (25%). Esta glicoproteina foi
TE, FEXAS, FLISSER (1994), em

purificada e analisada por PLANCAR
neurocisticercose, através dos

amostras de LCR e soros de pacientes com
testes ELISA e Dot-ELISA e apresentaram 100% de sensibilidade e

especificidade.
A banda de 64-68 kDa foi purificada por imunoafinidade

e analisada quanto a reatividade em amostras de LCR, através dos testes
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ELISA, hemaglutinagdo passiva € Dot-ELISA. Por “Western Blotting”

apresentou boa especificidade € imunod

também foi considerada especifica na respost
metacestodeos de 7. solium (KATTL CHANDRAMUKHLI, 1991). A banda de
LCR de pacientes com

ominancia. A banda de 45 kDa

a imune de hospedeiros de

60-75 kDa foi detectada em amostras de

neurocisticercose, porém ndo foi reconhecida em amostras de soros dos

mesmos individuos (SIMAC ef al., 1995).

O marcador de peso molecular 92-95 kDa corresponde a

geno B, caracterizado por GUERRA et al. (1982) e

uma proteina do anti
da com

ecificidade por apresentar reatividade cruza
hidatidose (LARRALDE et al., 1986) ou, pouca reatividade especifica no
diagnostico de neurocisticercose humana (TSANG, BRAND, BOYER, 1989;

KATTI, CHANDRAMUKHI, 1991).
Analisando a reatividade especifica e cruzada de

Josus e T. crassiceps para 0 diagndstico

relacionado a baixa €sp

metacestodeos de I, solium, E. gran

de cisticercose e hidatidose humanas em amostras de soros por “Western

ula; LARRALDE éf al. (1989)
acestodeos de T solium como
anda de 88 kDa de extrato de 7.

para cisticercose. Em

Blotting”, utilizando liquido de vesic

descreveram a banda de 108 kDa de met
isticercose . Nesta analise 2 b

scrita  como discriminativa
kDa apresentou reatividade

especifica para ¢

crassiceps foi de

metacestodeos de 7. crassiceps 2 banda de 113
cruzada com hidatidose.
entes com pneurocis-

Analis

ticercose VAZ et al. (19970
». 98-92, 56

ando amostras de LCR de paci
imunodominantes

encontraram como peptideos
5 98-94,76 ¢

_52 ¢ 72-68 kDa; 72-68, 120, 15

e 72-68 ¢ 95-92kDa respectivamente 10s
adeT.

em “jmmunoblotting
115-108 kDa; 72, 62 € 42 kDa

extratos de metacestodeos: membrana de T. solium; liquido de vesicul

solium; membrana de T, crassiceps © liquido de vesicula de T. crassiceps.
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Comprovando a heterogeneidade da resposta imune humoral dos hospedeiros

de T. solium, pois produzem anticorpos espe

to (CORREA et dl, 1985). Resultados

contra vérios antigenos do parasi
sertacdo, visto que as amostras de

am 15 bandas antigénicas

antidade de

semelhantes foram evidenciados nesta dis

LCR dos pacientes de neurocisticercose reconhecer

nos extratos utilizados. Outro aspecto evidenciado é a grande qu
jarvas das duas especies parasitos que foram
es nas amostras de LCR. O perfil de

eclas amostras de LCR ndo

peptideos semelhantes entre as
reconhecidos por anticorpos IgG present
o de marcadores antigénicos P
s marcantes de bandas espéci

a e 24 kDa na espécie homologa
resultados concordantes

reconheciment
e-especifica (p>0,05),

evidenciaram distingo¢€
exceto para as bandas de 86 kD easde 83 ¢

88 kDa na heterologa, frente a0S parasitos utilizados,

com VAZ et al. (1997).
A reatividade do espécime biologico utilizado nos testes

nciada pelo estagio do para
de pacientes que possue
tém maior probabilidade de

ISA (BAILY et dl,

ELISA e “Western Blotting” € influe sito: viavel, em
Amostras

m maior

degeneragio ou calcificado.
deos viaveis no SNC

quantidade de metacesto
deira-positiva pelo EL

apresentarem reatividade verda

1988).
atologia

¢ uma doenga de sintom
a benigna (que apresentam
4 nenhum sintoma)
m amostras de
infarto

A neurocisticercose
qcientes com @ form

ficados € poucos 0
detectéveis somente €

heterogénea e complexa. P
Cisticercos no parénquima, calci
baixos de anticorpos,

apresentam titulos
m a forma maligna

soro. Em pacientes €O (hidrocefalia, vasculite,
cerebral e outros sintomas ne o de anticorpos ¢ elevado
e em amostras de LCR
todeos de T soliu

¢m influi na elevag

urologicos) © titul
(ZINL, FARRELL, WADEE, 1990). A

principalment
m na base do cérebro, cisternas ou

corpos

presen¢a de metaces
jo0 do nivel de antl

ventriculos do SNC tamb
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especificos em amostras de LCR (ZINI, FARRELL, WADEE, 1990). No

Presente trabalho somente a amostra de um paciente, do grupo com
Deurocisticercose  comprovada, ndo apresentou reatividade pelo “Western

Blotting” frente a nenhum extrato antigénico utilizado; é possivel que possuia

Um tnico cisto vidvel ou somente cistos calcificados, como demonstrado

anteriormente sdo situagdes em que a sensibilidade do ensaio diminui.
Neste trabalho os métodos de extragdo antigénica, salino

¢ SDS, podem ser comparados em relagdo as freqiiéncias imunodominantes
dos peptideos reconhecidos em amostras de LCR. Observou-se que na espécie
homéloga a banda de 45 kDa somente foi reconhecida no extrato salino,
demonstrando que a agfio de desnaturagdo do SDS impossibiliton o

reconhecimento do epitopo antigénico. Nesta mesma espécie a banda de 64-68
kDa nfo sofreu alteragio no seu reconhecimento, visto que foi

imunodominante nas duas preparagdes. A banda de 108-114, 77 e 86 kDa
apresentaram maior indice de reconhecimento no extrato SDS. Portanto, a agdo
do SDS melhorou a exposigdo do epitopo destes peptidéos.

Na espécie heterologa as bandas de 83 e 88 kDa foram

Sendo que a banda de 83 kDa foi

exclusivamente reconhecidas.
imunodominante no extrato salino e a de 88 kDa em ambos 0s extratos, porém
xtrato SDS. As bandas de 108-114, ¢

o no extrato SDS. A banda de
0%) € no extrato SDS foi

com 40% a mais de reconhecimento no ¢
92-95 kDa também tiveram maior reconheciment

64-68 kDa foi imunodominante no extrato salino (5
59 das amostras. Portanto o processo de

reconhecida somente em 7,
desnaturag:ﬁo por SDS elevou © reconhecimento de  varios peptideos

Imunodominantes.



74

6. CONCLUSOES

- Os peptideos: 64-68 ¢ 45 kDa foram imunodominantes,

®m ordem decrescente de fregiiéncia de reconhecimento, no extrato salino

homélogo:
- O teste ELISA utilizando extrato salino heterdlogo

apresentou sensibilidade e especificidade similares aos indices obtidos com o

Cxtrato de referéncia. Pelo “Western Blotting” os peptideos: 108-114, 92-95,

64-68 ¢ 88 kDa foram imunodominantes;
- Os extratos SDS, homologo e heterologo, apresentaram

rendimentos protéicos superiores aos correspondentes extratos salinos. Através
do teste ELISA apresentaram sensibilidade e especificidade similares ao
€xtrato de referéncia. Os peptideos: 64-68, 108-114, 77 ¢ 86 kDa foram
imunodominantes no extrato SDS homélogo e os de 108-114, 88 e 92-95 kDa

o extrato SDS heterologo.
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