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RESUMO

A Neurocisticercose (NC), resultado do acometimento do sistema nervoso central pelas
formas metacestédeas de Taenia solium, ¢ uma doenga polimoérfica podendo ser confundida
com outras sindromes neuroldgicas que apresentam achados clinicos e de imagem similares.
Uma vez que esta parasitose é endémica no Brasil o diagndstico sorolégico é de grande
importancia, pois auxilia na rotina laboratorial de pacientes com suspeita clinica. A busca por
antigenos alternativos se faz necessdria diante da dificuldade de obtencdo de suinos
naturalmente infectados com metacestédeos de 7. solium, para a producdo do antigeno
homoélogo. Uma vez que antigenos purificados apresentam sensibilidade e especificidade
superiores aos extratos totais, o objetivo deste estudo foi avaliar os testes enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) e Immunoblotting (IB) no diagnéstico soroldgico da NC
humana utilizando o extrato salino total (S) de metacestédeos de Taenia saginata e suas
fracdes purificadas com Triton X-114 (TX-114). Uma aliquota do extrato S foi fracionada
com TX-114, para obtencdo das fracdes antigénicas: hidrofébica ou detergente (D) e
hidrofilica ou aquosa (A). Os extratos antigénicos foram analisados em SDS-PAGE 12% e
utilizados no ELISA na concentra¢do de 10ug/mL. Foram analisadas 115 amostras de soro:
40 de pacientes com diagnéstico definitivo de NC, 45 de pacientes com Taenia sp. e por
outros parasitos e 30 de individuos sauddveis. As amostras foram diluidas a 1:200 para o
ELISA, sendo apenas as positivas submetidas ao 1B, na diluicdo de 1:100. A sensibilidade e
especificidade do ELISA foram: 95% e 73,3% (S), 95% e 82,6% (D) e 65% e 61,3% (A),
respectivamente. O cdlculo de eficiéncia do diagndstico e Youden Index foram: 83,9% e 0,74
(S); 88,5% € 0,80 (D) e 72,8 % e 0,46 (A), respectivamente. No IB a fracdo D apresentou com
exclusividade a banda imunodominante de 70-64 kDa, sendo detectada em 92,5% dos
pacientes com NC. A fracdo D foi significativamente mais eficiente que a fracdo A, tanto no
ELISA quanto no IB, sendo assim, recomendada como antigeno heter6logo purificado no

diagnostico soroldgico da NC humana no IB.

Palavras-chaves: Neurocisticercose; Taenia saginata; Triton X-114; ELISA; Immunoblotting
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ABSTRACT

Neurocysticercosis (NC) caused by the Taenia solium metacestodes usually affects the central
nervous system and can be confused with other brain pathologies, which present similar
clinical and image findings. This parasitose is endemic in Brazil and the serological diagnosis
of NC is of great importance in routine clinical management of patients. The search for
alternative antigens for NC immunodiagnosis is importance because of the difficulty of
obtaining parasites from naturally infected pigs for the preparation of metacestodes 7. solium
homologous antigen. Once that purified antigen is more sensitive and specific than crude
saline extracts, the objective of this study was to evaluate the performance of enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) and Immunoblotting (IB) for the serological diagnosis of
human NC, using the crude saline extract (Crude) obtained from 7. saginata metacestodes and
two fractions of this extract, hydrophobic or detergent fraction (D) and hydrophilic or aqueous
fraction (A), purified by extraction with Triton X-114 as alternative purified antigens for the
diagnosis of human NC. Serum samples were obtained from 115 individuals: 40 patients with
a definitive diagnosis of NC, 45 patients with Taenia sp. and with other parasitic diseases and
30 apparently healthy individuals. The serum samples were diluted 1:200 for ELISA but only
the samples positives were diluted 1:100 and evaluated in IB. ELISA sensitivity and
specificity were 95% and 73.3% when using Crude, 95% and 82.6% for D phase and 65% and
61.3% for A phase, respectively. The diagnostic efficiency and Youden index were: 83.9%
and 0.74 (Crude), 88.5% and 0.80 (D phase) and 72.8 % and 0.46 (A phase), respectively. IB
of the antigens confirmed the results obtained by ELISA, and the D phase antigen proved to
be more specific than other extracts, showing only one immunodominant protein of 70-64
kDa that was the most frequent (92.5%) among patients with NC. Our results suggest that the
D phase obtained with Triton X-114 can be used as heterologous purified antigen for the

serological diagnosis of human NC in the IB.

Keywords: Neurocysticercosis; Taenia saginata; Triton X-114; ELISA; Immunoblotting
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1 -INTRODUCAO

A cisticercose humana é uma doenga causada pelo desenvolvimento da forma larvaria
de Taenia solium nos tecidos e quando a infecgao estd localizada no sistema nervoso central, é
denominada de neurocisticercose (NC). Esta doenca atinge milhdes de individuos,
distribuidos na América Latina, India, Africa, leste da Asia e outros paises em
desenvolvimento, especialmente aquelas dreas que apresentam urbanizacdo desordenada,
condicdes sanitdrias precdrias e baixo nivel socioecondmico e cultural, e em regides onde a
inspecdo de carne ndao é rigorosa (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; CARPIO, 2002;
DEGIORGIO et al., 2004; HAWK et al, 2005; FLISSER; VARGAS-PARADA;

LACLETTE, 2006).

1.1 — Aspectos taxonémicos e morfologia de Taenia sp.

A teniase ¢ uma parasitose intestinal provocada pela presenca da forma adulta de T.
solium (Linnaeus, 1758) ou de Taenia saginata (Goeze, 1782) no intestino delgado do
homem. A cisticercose humana é o resultado da presenca da forma metacestédea (ou
metacestodeo) de 7. Solium nos tecidos humanos. Estes parasitos pertecem ao Filo
Platyhelminthes, Classe Cestodea, Ordem Cyclophyllidea e Familia Taeniidae (REY, 2001;
HOBERG, 2002).

Em estudos filogenéticos, a origem e a relagdo entre as espécies T. solium, T. saginata
e Taenia asiatica tem demonstrado que 7. saginata e T. asiatica sdo préximas
filogeneticamente e distanciam-se, no mesmo aspecto, de 7. solium. Taenia asiatica é
considerada a espécie “irmd” da T. saginata, diferindo apenas na morfologia e no DNA

mitocondrial (HOBERG, 2002; EOM; JEON, 2006; MCMANUS, 2006; YAMASAKI et al.,

2006).
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Os tenideos possuem corpos achatados dorso-ventralmente e divididos em cabeca ou
escolex, colo ou pescoco e estrobilo ou corpo. O estrébilo é formado por uma cadeia de
segmentos e cada segmento constitui uma proglote.

O escdlex é o o6rgdo de fixacdo dos tenideos na mucosa do intestino delgado. O
escolex de 7. saginata possui forma quadrangular, com quatro ventosas € ndo possui rostelo
ou rostro e nem aculeos; 7. solium possui forma arredondada, com quatro ventosas e rostelo
armado com dupla fileira de actleos. O colo estd situado imediatamente abaixo do escélex,
constituindo a zona de crescimento ou de formacdo de proglotes (NASCIMENTO, 2000;
REY, 2001).

As proglotes apresentam diferentes estidgios de desenvolvimento: proglotes jovens,
maduras e gravidas. Cada proglote é hermafrodita, com um ou dois conjuntos de 6rgios
reprodutores; os poros genitais geralmente se abrem na borda ou nas bordas laterais do
segmento. Podem ocorrer autofertilizacdo e fertilizacdo cruzada entre as proglotes. A proglote
jovem contém apenas esbogos de 6rgdos genitais, enquanto que a proglote madura contém
Orgdos genitais masculino e feminino desenvolvidos e aptos para a fecundagdo.
(NASCIMENTO, 2000; REY, 2001)

Proglotes gravidas, em geral, saem intactas do estrébilo e sdo eliminadas com as fezes,
em média dois a cinco segmentos, e duas a trés vezes por semana. O nimero de ramificacdes
uterinas laterais ocasionalmente pode ser usado como critério para diferenciar as proglotes de
T. saginata e T. solium. As proglotes gravidas de T. saginata contém cerca de 80.000 ovos
cada uma e o ttero possui de 14 a 32 ramificagdes laterais. As proglotes gravidas de 7. solium
contém cerca de 40.000 ovos cada uma e o ttero possui de 7 a 16 ramificacdes laterais. As
ramificagdes uterinas sdo do tipo dendritica em 7. solium e do tipo dicotdmica em 7. saginata

(GARCIA et al., 2003a; FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006).
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A eliminagdo de proglotes de T. saginata pelo hospedeiro ocorre de forma ativa, sendo
expulsas com as fezes ou destacadas individualmente. Por possuirem musculatura pouco
desenvolvida, as proglotes de T. solium sdo eliminadas passivamente com as fezes. Fora do
corpo, os ovos sdo liberados por desintegragdo do segmento ou sao expelidos através do poro
genital (NASCIMENTO, 2000).

Os ovos, de aproximadamente 30 a 45um de didmetro, sdo esféricos e de aspecto
radial quando observados a luz de microscopia Optica, possuem envoltério denominado
embri6foro, em cujo interior encontra-se um embrido hexacanto (seis ganchos), também
denominado de oncosfera. Os ovos das duas espécies sdo idénticos, sendo impossivel
diferenciar quando examinados pelo microscopio éptico (NASCIMENTO, 2000; SCIUTTO
et al., 2000; FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006). A longevidade e a alta
fecundidade do verme adulto, assim como a alta resisténcia dos ovos, que podem permanecer
vidveis por mais de oito meses em locais quentes e imidos, aumenta a possibilidade de
transmissao (HOBERG, 2002; HOBERG, 2006).

As formas metacestddeas ou metacestodeos de T. saginata e de T. solium constituem-
se de uma vesicula ovéide, transldcida, de 0,5 a 2 centimetros de didmetro, apresentando no
seu interior, liquido vesicular e um escdlex invaginado (SPINA-FRANCA; LIVRAMENTO;

MACHADQO, 1993; SCIUTTO et al., 2000; REY, 2001).

1.2 - Ciclo Biolégico do Complexo Teniase-Cisticercose

Cisticercose é uma condicdo reconhecida desde os mais remotos tempos; todavia,
somente em 1855 teve seu ciclo esclarecido por Friedrich Kiichenmeister. Em um ensaio,
colocou metacestédeos na dieta alimentar de prisioneiros condenados; necropsiados meses
apos, identificou ténias no intestino da maioria deles (GARCIA et al., 2003a; HAWK et al.,

2005; FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006). Desta maneira, definiu que o
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ciclo bioldgico implica em dois hospedeiros, ou seja, tipo heteroxeno, o homem como
hospedeiro definitivo de T. solium, T. saginata e T. asiatica, e os suinos como hospedeiros
intermedidrios de T. solium e T. asiatica e os bovinos como hospedeiros intermedidrios de T.
saginata (CARPIO, 2002; HAWK et al., 2005; YAMASAKI et al., 2006).

No ciclo natural da cisticercose, os hospedeiros intermediarios infectam-se por meio
da ingestdo de ovos do parasito. Esses ovos sofrem acdo do suco gastrico, perdem os
embridforos e liberam os embrides hexacantos ou oncosferas. No intestino, por acdo dos sais
biliares e enzimas digestivas, ocorre a ativacdo das oncosferas que atravessam ativamente as
vilosidades intestinais, penetram na corrente sangiiinea e alcancam o tecido subcutineo,
musculo esquelético, sistema nervoso central e outros, transformando-se em metacestodeo.
(TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; HAWK et al., 2005; FLISSER; VARGAS-PARADA;
LACLETTE, 2006).

O homem ao ingerir carne crua ou mal cozida de suinos ou bovinos infectados com
formas metacestddeas vidveis de 7. solium, T. saginata ou T. asiatica desenvolverd a teniase.
No tubo digestivo do homem, por acdo de enzimas proteoliticas e sais biliares, as formas
metacestodeas sdo liberadas das vesiculas através de um processo de evaginagdo, que
alcancam a parede do intestino delgado para iniciar sua transformacdo em verme adulto.
(PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000; TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; GARCIA et
al., 2003a; FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006; YAMASAKI et al., 2006).
As proglotes gravidas sdo eliminadas de 60 a 70 dias apds a ingestao da carne contaminada
com os metacestddeos. Somente o homem tem sido encontrado com infec¢ao natural por 7.
solium, ainda que experimentalmente tenha sido possivel infectar algumas espécies de
primatas (REY, 2001).

Estdo principalmente sujeitas a tenfase, os individuos que preparam alimentos e

provam a carne antes de cozinhar e individuos que fazem refeicdes em lanchonetes e
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restaurantes. Fatores econdmicos, culturais (habitos alimentares) e religiosos tendem a expor
certos grupos de individuos em maior ou menor grau. Na culindria tradicional de muitas
culturas, hé pratos que utilizam carne crua, por exemplo, o quibe cru (PFUETZENREITER;
AVILA-PIRES, 2000).

Na cisticercose humana, o homem € hospedeiro intermedidrio acidental de 7. solium,
se infecta pela ingestdo de ovos vidveis do parasito. Essa infeccdo pode ocorrer de vdrias
maneiras: por meio da heteroinfec¢do que consiste na manipulagdo direta de d4gua e alimentos
contaminados com fezes humanas ou manipulagdo indireta através da irrigacdo e/ou
fertilizacdo com agua e/ou esterco contaminados; a infeccdo também pode ocorrer por auto-
infeccdo externa que consiste na ingestdo de ovos de T. solium pelo préprio individuo
portador da teniase, resultado de maus habitos higi€nicos (sobretudo a falta do habito de lavar
as maos apos a defecacdo); outra maneira de infecg¢do é a auto-infeccdo interna resultante de
movimentos antiperistdlticos ou de vomitos que permitem a algumas proglotes retornarem ao
estdmago e af sofrerem a acdo do suco digestivo, o que permitird a eclosdo dos embrides
infectantes (BARBOSA et al., 2000; REY, 2001; GARCIA et al., 2003a, HAWK et al., 2005).
Além da auto-infec¢do interna, hd relatos de meios alternativos de transmiss@o dos ovos de T.
solium como coprofagia nos psicopatas, pelo ar e por moscas (TAKAYANAGUI; LEITE,

2001).

1.3 — Epidemiologia do Complexo Teniase-Cisticercose

O complexo teniase-cisticercose em humanos engloba, na realidade, duas doengas
distintas, com sintomatologia e epidemiologia totalmente diferentes: a teniase e a cisticercose.
A urbanizacdo desordenada, vigilancia sanitdria deficiente, auséncia de saneamento basico e
educacdo sanitdria sdo os principais fatores que potencializam esse complexo. Essa zoonose

incide em paises subdesenvolvidos e em vias de desenvolvimento, principalmente os da Asia,
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Africa e América Latina (FLISSER et al., 2003; SARTI; RAJSHEKHAR, 2003; KUMAR,
2004; BUCARDO et al., 2005; MEDINA et al., 2005; PREUX; DRUET-CABANAC, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satide (WHO), o complexo teniase-cisticercose
acomete 50.000.000 de individuos em todo mundo provocando aproximadamente 50.000
6bitos anualmente. Estima-se que o Brasil gaste aproximadamente US$85 milhdes no
tratamento de complica¢gdes da NC (PAL et al., 2000). Deste modo, a NC constitui um desafio
importante para o sistema publico de saide do nosso pais.

Dentre as condi¢des socio-econdmicas e culturais que favorecem a manutengdo do
complexo teniase-cisticercose destacam-se: mas condi¢des de higiene pessoal, falta de dgua
potavel, irrigacdo de hortalicas com dgua contaminada e contaminacdo do meio ambiente 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 regido geogrifica € o
sistema primitivo de criacdo de suinos, pois permite o contato destes animais com fezes
humanas mantendo o ciclo de vida de 7. solium. Esse fator, aliado ao habito de ingestdo de
carne suina mal-cozida (cozimento ideal € por 30 minutos a 77°C), aumenta a prevaléncia da
tenfase estritamente relacionada com a cisticercose. Trata-se, portanto de uma zoonose
preocupante, sem, contudo, contar com programas de controle por parte dos Orgaos
governamentais (ROMAN et al., 2000; SCIUTTO et al., 2000; HOBERG, 2002; MENDES et
al., 2005).

A cisticercose mostrou-se mais freqiiente em idades mais avancadas e os pacientes do
sexo feminino sdo acometidos em maior propor¢do, principalmente em pacientes que
apresentam manifestacdes graves e, a enfermidade estd ligada a habitos alimentares, sendo
mais freqiiente em pacientes com maior contato com o meio rural (AGAPEJEV, 1996;
PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000; AGAPEJEV, 2003; GARCIA et al., 2003a).

Para alguns autores, a soroprevaléncia em humanos ndo apresenta diferencas entre sexo
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(GARCIA-NOVAL et al., 1996; RODRIGUEZ-CANUL et al., 1999). Criangas sdo menos
acometidas por neurocisticercose que os adultos, provavelmente pelo seu curto tempo de
exposicdo e/ou sua diferente resposta imunitdria. A maioria dos individuos infectados tem de
20 a 50 anos de idade (SCIUTTO et al., 2000; HOBERG, 2002; AGAPEJEV, 2003).

A andlise de dados epidemioldgicos quanto a cisticercose humana € um dos motivos
importantes para entender a magnitude e distribuicdo dessa doenca na América Latina. Em
povoados do Meéxico, Guatemala, Bolivia, Peru e Equador t€ém demonstrado que a
soroprevaléncia da NC varia entre 4,9% e 24% de uma populagdo inteira (SCHANTZ;
WILKINS; TSANG, 1998; WHITE, 2000; FLISSER et al., 2003).

Em comunidades rurais do México foi confirmada uma alta soroprevaléncia para
cisticercose em humanos (43,8%) e uma freqiiéncia (9,1%) para a NC dos 649 habitantes
analisados (FLEURY et al., 2006). Garcia-Noval et al. (1996), analisaram a populacdo de
duas comunidades rurais na Guatemala e verificaram que a soropositividade de cisticercose
em humanos era maior na comunidade de piores condicdes sanitdrias. Um estudo realizado
por Rodriguez-Hidalgo et al. (2006) no Sul do Equador, demonstraram que 2,25% dos soros
analisados foram positivos para antigenos circulantes de metacestédeos de T. solium e que a
teniase foi detectada em 1,46% da populacdo examinada, demonstrando uma forte associacao
no ciclo de vida entre individuos portadores, porcos com cisticercose e individuos
SOropositivos.

Estudos realizados na Africa, em especial na Africa Central e Ocidental,
demonstraram que a cisticercose humana tem sido registrada em alguns paises (Gana, Togo,
Benin, Camardes e leste de Congo) (ZOLI et al., 2003). No norte do Togo, Dumas et al.
(1990) registraram que a soropositividade de cisticercose foi de 2,4% e 29,5% na populacdo
adulta e em epilépticos, respectivamente. Na capital de Togo (Lome), a prevaléncia foi de

10,8% em pacientes epilépticos hospitalizados (GRUNITZKY et al.,, 1995). Em Benin,
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estudos revelaram que a soroprevaléncia de cisticercose, em geral, foi de 1,3%, com
prevaléncia significantemente maior em homens (1,9%) que em mulheres (0,8%), e que a
prevaléncia se eleva com o aumento da idade (HOUINATO et al., 1998). Nguekam et al.
(2003), estudaram trés comunidades rurais de Camardes e demonstraram que a
neurocisticercose foi presente em 59,1% dos soros humanos testados.

Na Asia, a cisticercose é um grave problema de satde puiblica, afetando milhdes de
individuos com graves manifestagdes neuroldgicas, além de perdas de ordem econdmicas. A
cisticercose é a causa de epilepsia em até 50% de pacientes da India e também, é a maior
causa de epilepsia em Bali (Indonésia), Vietna e possivelmente na China e Nepal. Estudos de
soroprevaléncia indicam uma elevada taxa de 7. solium em vérios paises (Vietnd, China,
Coréia e Bali), com indices variando de 0,02 a 12,6%. A taxa de teniase tem sido registrada e
variando entre 0,1 ¢ 6% em comunidades da India, Vietnd, China e Bali (ITO; NAKAO;
WANDRA, 2003; RAJSHEKHAR et al., 2003). Waikagul; Dekumyoy; Anantaphruti (2006)
demonstraram na Tailandia, pais sudeste da Asia, que a teniase tem sido esporadicamente
relatada. Entretanto, dados recentes apresentaram um aumento na prevaléncia da teniase
(5,9%) em algumas aldeias do Norte do pais, e entre amostras de fezes de 19 provincias do
Nordeste (2,8%).

Recentemente, a cisticercose tem se tornado uma doenga parasitdria importante nos
Estados Unidos (EUA), particularmente na Califérnia e em outros estados devido ao intenso
fluxo de imigrantes hispanicos da América Latina. O nimero de casos diagnosticados em Los
Angeles aumentou quatro vezes entre 1977 e 1981. Entre 1973 e 1983, mais de 500 casos
foram relatados de quatro hospitais gerais de Los Angeles. Entre 1994 e 1998, uma média de
120 pessoas com cisticercose foi admitida em um Centro Médico de Los Angeles por ano. Em

1988 estimou-se que 1000 novos casos de neurocisticercose t€m sido diagnosticados a cada
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ano nos EUA (DEL BRUTTO et al., 2001; TERRAZA et al., 2001; ROCA et al., 2003;
DEGIORGIO et al., 2005; HAWK et al., 2005).

Os paises do leste da Europa controlaram a teniase e finalmente a erradicaram, através
de conscientizagdo social e educagdo sanitdria. No entanto existe o risco de reintroducgio
devido ao aumento do niimero de imigrantes provenientes de dreas endémicas (FLISSER et
al., 2003; GARCIA et al., 2003a; ITO et al., 2003a; ITO et al. 2003b).

No Brasil, a incidéncia da neurocisticercose tem sido considerada baixa no nordeste
brasileiro, porém uma elevada freqiiéncia ¢ demonstrada em algumas 4reas. Essa parasitose
tem sido apresentada com freqiiéncia nos estados do sul, sudeste e centro-oeste do pais,
principalmente em individuos dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Parana e Goids
(ALBUQUERQUE; GALHARDO, 1995; TREVISOL-BITTENCOURT; SILVA;
FIGUEREDO, 1998; BRAGAZZA et al., 2002; GOMES et al., 2002; AGAPEJEV 2003;
MENDES et al., 2005).

No municipio de Mulungu do Morro, Bahia, Gomes et al. (2002) demonstraram uma
alta soroprevaléncia para cisticercose (1,6%) em pacientes epilépticos através do método de
Enzyme-Linked Immunoelectrotransferblot (EITB) e para teniase (4,5%) através do ELISA.
Entre 1996-2004, Facanha (2006), em um estudo retrospectivo realizado no Cear4, verificou
que dos 424 pacientes com cisticercose internados em hospitais, 98,3% apresentaram
neurocisticercose.

Na regido Centro-Oeste, Oliveira et al. (2006), em um estudo soro-epidemiolégico,
demonstraram a endemicidade (11,3%) da cisticercose em habitantes na cidade de Catalao -
Goids.

No Estado do Rio de Janeiro, entre 1981 e 1989, mais de 100 casos novos de NC
foram detectados. A precdria condi¢d@o sanitdria e o baixo nivel s6cio- econdmico da Baixada

Fluminense induzem e permitem o acesso da populagdo ao consumo da carne de ma
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qualidade, verduras e de dguas contaminadas, permitindo o desenvolvimento do complexo
tenfase-cisticercose. Entre 1992 e 2002, foi realizado levantamento nos registros de
tomografias de duas Unidades nessa regido e foram encontrados 72 casos de NC, a maioria
deles em mulheres (62,5%) e na fase cronica (93,1%) (MENDES et al., 2005).

No municipio de Ribeirdo Preto, Estado de Sao Paulo, Takayanagui et al. (1996)
obtiveram um coeficiente de prevaléncia da cisticercose de 54 casos/100.000 habitantes
através de notificacdo compulséria, e Chimelli; Lovalho; Takayanagui (1998) obtiveram
prevaléncia de 67 casos/100.000 habitantes através de necropsias realizadas no Servico de
Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP, no
periodo de 1992 a 1997.

Em estudos realizados em cinco municipios do estado do Parani, Lonardoni et al.
(1996) obtiveram através da reagdo de imunofluorescéncia indireta 3,2% de pacientes
positivos para C. cellulosae das 2.180 amostras de soro analisadas. Em 38,2% dos casos foi
relatada a presenca de suinos e em 8,8% a presenca de bovinos proxima ao local de residéncia
dos pacientes; 22,1% dos pacientes tinham ou tiveram 7aenia sp., demonstrando a
precariedade do saneamento desta populacdo. O maior risco de contrair doengas desta
natureza € o consumo ou convivio direto com animais criados em condicdes inadequadas de
higiene.

Na regido do Tridngulo Mineiro, Costa-Cruz et al. (1995) verificaram a ocorréncia de
cisticercose em necropsias realizadas no periodo de 1971 a 1993 em Uberlancia-MG e
detectaram prevaléncia de 1,4%, sendo a localizacdo mais freqiiente o SNC. Gobbi et al.
(1980) relatando que em 2.306 necropsias realizadas em individuos falecidos em Uberaba-
MG foram encontrados 2,4% de casos de cisticercose e destes 66% foram de NC. Um estudo
realizado por Silveira-Lacerda et al. (2002) em quatro cidades do Triangulo Mineiro constatou

a soroprevaléncia da cisticercose em Araguari (13,5%), Tupaciguara (5,0%), Monte Alegre de
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Minas (4,8%) e Uberlandia (4,7%), demonstrando assim a endemicidade da cisticercose na

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

1.4 — Medidas de Controle para o Complexo Teniase-Cisticercose

A aplicagdo de medidas para o controle da teniase-cisticercose depende das
caracteristicas epidemioldgicas da enfermidade na regido, incluindo condi¢des econdmicas,
sociais e culturais. A estratégia fundamental consiste em interromper o ciclo evolutivo do
parasito, a fim de evitar a infeccdo nos animais e na populacdo humana. (ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD, 1994; PFUETZENREITER; AVILA-PIRES 2000;
NASH, 2003; ESTEVES; SILVA-VERGARA; CARVALHO, 2005; PAWLOWSKI;
ALLAN; SARTI, 2005; EDDI et al., 2006).

Qualquer controle deve reconhecer a multiplicidade de fatores que interagem para a
ocorréncia da enfermidade, sejam fatores bioldgicos, ou o impacto sécioecolégico na
dindmica de transmissdo. As estratégias consistem, fundamentalmente, em: melhoramento das
condicdes de saneamento do meio ambiente; tratamento em massa da populacdo;
melhoramento da criacdo de animais (evitar o acesso de animais a fezes humanas); promover
inspecdo de produtos carneos; praticar o cozimento adequado da carne de suinos; evitar o
abate e comércio de produtos clandestinos; educagdo em saide da populacdo, enfatizando a
adocdo de hébitos de higiene, como lavar as méos antes de se alimentar, preparar alimentos e
ap6s utilizar o banheiro (GEMMEL, 1987; ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD, 1994; SCIUTTO et al., 2000; TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; HOBERG, 2002;
GONZALEZ et al., 2003; SARTI; RAJSHEKHAR, 2003; MONTRESOR; PALMER, 2006;
GARCIA et al., 2007).

Para paises endémicos, além das medidas citadas acima, poderiam ser adotadas

medidas para o congelamento da carne com o objetivo de diminuir a transmissdo da
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enfermidade (SOTELO; ROSAS; PALENCIA, 1986; FAN et al., 1998). Com base nas
medidas de controle indicadas acima, é sugerida a implementacdo de programas de educacio
em saude por entidades locais para a populacdo congelar a carne a temperaturas inferiores a
-5°C pelo menos durante 6 dias. Essas medidas vém sendo tomadas por alguns frigorificos do
Parand, antes mesmo da distribuicdo da carne para o mercado consumidor. Esses frigorificos
mantém as pecas dos animais congeladas & temperatura de -5°C por dez dias consecutivos,
diminuindo a transmissdo da enfermidade, pois a inviabilidade do cisticerco pode ocorrer com
a coccdo ou fervura acima de 90°C por quatro horas ou o congelamento de -5°C por quatro
dias (PFUETZENREITER; AVILA-PIRES 2000; FALAVIGNA-GUILHERME et al., 2006).

Considerdveis trabalhos tém desenvolvido vacinas efetivas contra cisticercose em
animais como medida profilatica. Alguns autores tém utilizado antigenos de
excrecdo/secrecdo de oncosfera, pois tem provocado uma intensa resposta imune protetora
contra vdrias espécies de Taenia sp. (HUERTA et al., 2000; TOLEDO et al., 2001;
PLANCARTE et al., 1999; VERASTEGUI et al., 2002; LIGHTOWLERS, 2003; EDDI et al.,
2006; LIGHTOWLERS, 2006a; LIGHTOWLERS, 2006b).

O envolvimento de agéncias, instituicdes e organizacdes internacionais, tais como o
WHO, o Food and Agriculture Organization (FAO), o International Livestock Research
Institute (ILRI) e Fundagdo Bill e Melinda Gates, bem como, o compromisso de politicos e
cientistas sdo essenciais para auxiliar na compreensido dos melhores métodos de diagnéstico,
tratamento e conseqiientemente, no controle e erradicacdo da cisticercose humana (EDDI;
NARI; AMANFU, 2003; EDDI et al., 2006; FLISSER; RODRIGUEZ-CANUL;
WILLINGHAM, 2006; SCHANTZ, 2006).

Segundo a OPAS, a notificacdo compulsoria da cisticercose € o melhor recurso para a
investigacdo epidemioldgica e andlise comparativa da prevaléncia nas diferentes localidades.

Permite, adicionalmente, o mapeamento do local de residéncia dos pacientes para melhor
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direcionamento das medidas de prevengdo. Embora o Ministério da Satide do Brasil
recomende a implementacdo da notificacdo compulsdéria do complexo teniase-cisticercose,
apenas os Estados de Santa Catarina, Parand, parte do estado de Minas Gerais e Mato Grosso
do Sul, e a localidade de Ribeirdo Preto (SP) implantaram programas de combate e controle
da tenfase-cisticercose. O descaso quanto a essa recomendagdo constitui elemento importante
para que os dados sobre incidéncia e prevaléncia da NC mantenham-se subestimados,
tornando as informagdes apenas aparentes e provavelmente distantes da realidade

(TAKAYANAGUI et al., 1996; CHIMELLI et al., 1998; AGAPEJEV, 2003).

1.5 — Resposta Imune e Relaciao Parasito-Hospedeiro da Cisticercose Humana

Virios estudos em modelos experimentais tém investigado os mecanismos da resposta
imune provocado contra a forma metacestddea de T. solium. Alguns desses apresentam
claramente a heterogeneidade da resposta imune humoral, a existéncia de mecanismos
evasivos, e o fato que a resposta imune pode proteger ou prejudicar o hospedeiro (CARPIO,
2002; FLISSER; CORREA; EVANS, 2002).

O modo de vida da forma metacestdédea pode causar infec¢ao assintomdtica durante a
evasdo ativa e supressdo da imunidade. Em estudos histopatolégicos tem demonstrado que os
metacestodeos vidveis apresentam uma branda ou nenhuma reacio inflamatéria circundante,
geralmente, consistindo de dreas com linfécitos e poucos eosinéfilos. A auséncia ou reduzida
inflamacdo ¢é resultado da secracdo de serina proteases, que inibem a ativagdo do
complemento, a ativacdo de linfécitos e a produgdo de citocinas, com destaque para as
interleucinas IL-2, IL-5 e IL10. Em contraste, a resposta imune mediada ao redor de um ou
mais metacestddeos em degeneracdo pode precipitar-se em uma resposta inflamatodria

evidente, através da proliferacdo de linfécitos e posterior diferenciacdo em células efetoras

tipo Thl e Th2, com subsequente producgio de vdrias citocinas, ou de células plasmaticas, com
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conseqiiente producdo de anticorpos especificos (WHITE, 2000; CARPIO, 2002; FLISSER;

CORREA; EVANS, 2002; SCIUTTO et al., 2007).

1.6 — Sintomatologia da Cisticercose Humana

A forma metacestédea de 7. solium acomete principalmente a musculatura estriada em
suinos. Em humanos, essa forma pode instalar praticamente em todos os érgdos do corpo,
incluindo a musculatura esquelética e cardiaca, olhos, tecido subcutineo, sistema nervoso
central (SNC) e, raramente a cavidade oral (CHANG; KEANE, 2001; ELIAS et al., 2005;
PUSHKER; BAJAJ; BALASUBRAMANYA, 2005; DELGADO-AZANERO et al., 2007;
JAY et al., 2007), sendo o SNC a localiza¢do mais importante por sua freqiiéncia e gravidade,
visto que acomete grande nimero de pessoas e produz algumas vezes sintomatologia grave
(COSTA-CRUZ, et al., 1995; TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; LIMA et al., 2004). No SNC,
as formas metacestédeas podem se localizar no parénquima cerebral, espaco subaracndide,
sistema ventricular e medula espinhal, causando a NC (PFUETZENREITER; AVILA—PIRES,
2000; HOBERG, 2002; GARCIA et al., 2003a).

As manifestagdes clinicas da NC sdo resultantes da interacdo parasito-hospedeiro, bem
como do nimero, tamanho, localizacdo e viabilidade das formas metacestddeas de 7. solium,
e da intensidade da resposta imune do hospedeiro contra o parasito, com isso, ndo existe um
quadro patognomdnico ou uma sindrome tipica da NC (AGAPEJEV, 2003; GARCIA et al.,
2003a; HANCOCK et al., 2004; HAWK et al., 2005; TAKAYANAGUI; ODASHIMA,
2006). Porém essas manifestacdes podem variar de assintomdticas a episodios graves. No
entanto, a NC, cujas manifestacdes clinicas mais freqiientes s@o cefaléia e convulsdes, podem

ser confundidas com epilepsia idiopatica e cefaléia cronica.
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1.7 — Diagnéstico da Cisticercose Humana

Atualmente, um diagnéstico acurado para NC humana é baseado na combinagédo de
dados clinicos, epidemioldgicos, reacdes soroldgicas especificas no sangue e no liquido
cefalorraquidiano (LCR) e de achados de neuroimagens (PIERPONT; LAGUNA; SEEGER,
2000, GARCIA et al., 2005; HAWK et al., 2005). Os critérios (absolutos, maiores, menores ¢
epidemioldgicos) para a definicdo do diagndstico da cisticercose e da NC foram estabelecidos
por Del Brutto et al. (1996) e revisados por Del Brutto et al. (2001). Esses dltimos critérios
classificaram o diagndstico da NC em definitivo e provavel, no entanto, os mesmos nio foram
vastamente avaliados em paises onde a NC é endémica (YANCEY; DIAZ-MARCHAN;
WHITE, 2005).

Técnicas de neuroimagens tais como tomografia computadorizada (TC) e ressonéncia
magnética (RM) tém contribuido para um diagndstico mais acurado e entender melhor a
patofisiologia da NC. Somente a presenca de lesdes cisticas mostrando o escélex tem sido
considerada patognomodnico (DEL BRUTTO et al., 2001; CASTILLO, 2004; ARRUDA;
QUAGLIATO; ROSSI, 2006). Devido ao alto custo dessas técnicas, principalmente em paises
em desenvolvimento, essas tecnologias nao estdo disponiveis para a maioria da populacgao.
(SCIUTTO et al., 2000; SOTELO; DEL BRUTTO, 2000; GARCIA; DEL BRUTTO, 2005).

O imunodiagnéstico da cisticercose humana é um procedimento de baixo custo e
possui métodos responsdveis para a deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestdédeos de T.
solium e de antigenos circulantes do parasito em amostras de soro, LCR, saliva e sangue em
papel de filtro (ARAMBULO et al., 1978; COSTA et al., 1982; COSTA, 1986; SCIUTTO et
al., 2000; DORNY et al., 2003).

Diferentes técnicas tem sido descrito para detectar anticorpos IgG especificos de T.
solium, tais como Rea¢@o de Hemaglutinacdo Indireta , Radioimunoinsaio, Reacio de Fixacdo

de Complemento, ELISA e Immunoblotting (IB). Atualmente, os testes imunoldgicos mais
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utilizados sao ELISA e o IB (TSANG; BRAND; BOYER, 1989; GARCIA; SOTELO, 1991;
FERREIRA et al., 1997; ITO et al., 1998; SCIUTTO et al., 2000; DORNY et al., 2003;
HAWK et al., 2005).

O teste ELISA foi inicialmente aplicado no diagndstico de cisticercose por Arambulo
et al. (1978), com extrato salino deslipidizado de 7. solium adulta e cisticerco como antigeno.
Este teste foi padronizado no Brasil por Costa et al. (1982), utilizando trés antigenos de
metacestddeos de 7. solium (liquido de vesicula, extrato salino e extrato alcalino) em amostras
de LCR, demonstraram sensibilidade e especificidade proximos a 100%. O teste ELISA
apresenta vdrias vantagens, pois permite a andlise de grande ndmero de amostras
simultaneamente, os reagentes sdo estiveis, a especificidade € alta, leitura dos resultados é
automatica e de facil interpretacdo. Varias publicacdes tém apresentado diferentes indices de
sensibilidade e especificidade nesse método, muitas vezes em fungdo da populacio estudada,
da preparagdo antigénica (extrato salino total, liquido de vesicula, extrato alcalino total,
extrato de escéceles ou membrana do parasito), da gravidade das lesdes e das reacdes
imunoldgicas provocadas no hospedeiro devido aos diferentes estdgios do metacestdédeo e da
amostra testada (MORAKOTE et al., 1992; WHITE; ROBINSON; KUHN, 1997; SCIUTTO
et al., 2000; SHIGUEKAWA et al., 2000; BARCELOS et al., 2001; DORNY et al., 2003;
HAWK et al., 2005; ISHIDA et al., 2006; BARCELOS et al., 2007).

A utilizagdo de antigenos recombinantes e semi-purificados foram avaliados para o
imunodiagndstico da cisticercose e os resultados obtidos pelo ELISA foram satisfatérios para
deteccdo de anticorpos especificos (SAKO et al., 2006; SATO et al., 2006; IUDICI NETO et
al., 2007).

A purificacdo de antigenos glicoprotéicos de metacestodeos de 7. solium e sua
utilizacdo no teste de IB foi padronizada por Tsang; Brand; Boyer (1989) e os resultados

obtidos demonstraram que os indices de sensibilidade e especificidade foram elevados no
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diagnéstico de NC, tanto em amostras de soro quanto em LCR. O IB tem sido utilizado no
estudo da NC observando diferencas na sensibilidade e eficiéncia, muitas vezes em funcio
dos extratos antigénicos utilizados e da forma da doenca, onde uma menor eficiéncia é
observada na forma calcificada e em casos de cistos inicos (MARETTI, 1999). A combinacido
do testes ELISA e IB na deteccdo de anticorpos especificos em amostras de soro e de LCR de
pacientes com NC, frente aos extratos totais de metacestédeos de 7. solium ou T. crassiceps,
representam uma alternativa mais vidvel nos paises em desenvolvimento (SIMAC, et al.,
1995; VAZ; NUNES; PIAZZA, 1997; GEKELER et al., 2002; MACEDO et al., 2002;
PROANO-NARVAEZ et al., 2002; BARCELOS et al., 2005; PAWLOWSKI; ALLAN;
SARTI, 2005; ISHIDA et al., 2006; BARCELOS et al., 2007).

A deteccdo de antigenos também pode favorecer o diagnéstico da cisticercose. Varios
ensaios t€m sido desenvolvidos para detectar antigenos, mas somente testes baseados em
anticorpos monoclonais tém apresentado maior reprodutibilidade e especificidade (BRANDT
et al,, 1992; WANG; ZHANG; GE, 1992; DORNY et al., 2003; GARCIA et al., 2005;
FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006; SCHANTZ, 2006). O teste ELISA para
a captura de antigeno de metacestddeos circulantes ¢ uma ferramenta eficiente para o
acompanhamento do tratamento de pacientes com NC, pois o antigeno circulante ndo € mais
detectado no soro de pacientes curados ap6s 1 a 3 meses de tratamento (DORNY; BRANDT;
GEERTS, 2004). No entanto, ndo hd evidéncias de que o teste ELISA para detec¢do de

antigenos seja melhor que o teste ELISA para detec¢do de anticorpos (ITO; CRAIG, 2004).

1.8 — Antigenos Alternativos no Diagnéstico da Cisticercose Humana
Os avancos no diagnéstico soroldgico da NC consistem na identificagdo e sintese de

antigenos especificos para se obter ensaios com alta sensibilidade e técnicas de facil
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reprodutibilidade que ndo dependam do suprimento continuo de parasito para preparo
antigénico (GARCIA et al., 2005; FERRER et al., 2007a).

O perfil de peptideos antigénicos reconhecidos pelos anticorpos IgG presentes em
amostras de LCR de pacientes com NC, frente aos extratos salinos das formas metacestddeas
de T. solium (homoélogo) e T. crassiceps (heter6logo); extratos sulfato de duodecil de sédio
(SDS) homoélogo e heterdlogo, foram demonstrados por Barcelos et al. (2001). Nesse estudo,
as freqiiéncias de reatividade de anticorpos IgG especificos foram elevadas frente aos quatro
extratos antigénicos analisados por ELISA. Nunes et al., 2000, analisaram quatro antigenos
(liquido de vesicula e extratos salinos total) de metacestddeos de T. solium e T. crassiceps
para o imunodiagnéstico da cisticercose suina através do ELISA indireto e analisaram que o
antigenos de liquido de vesicula e extratos salinos total de 7. crassiceps apresentaram uma
sensibilidade de 100 e 96,4%, respectivamente. Bueno et al., 2000 detectaram anticorpos IgG
especificos em amostras pareadas de LCR e soro de pacientes com NC, utilizando antigenos
de liquido de vesicula e extratos salinos total de metacestodeos de 7. solium e T. crassiceps,
respectivamente e registraram elevados indices de sensibilidade e especificidade.

Diferentes formas do antigeno 7. saginata tem apresentado 6timos resultados. Oliveira
et al (2007), demonstraram uma alta sensibilidade nos testes ELISA e IB quando usaram
antigenos do extrato salino total de metacestddeos de T. saginata no diagndstico sorolégico da
NC humana. Morakote et al. (1992) utilizaram proglotes de forma adulta de 7. saginata como
antigeno heterélogo no teste ELISA para o diagnéstico da NC humana. Ferrer et al. (2003)
utilizaram peptideos sintéticos de proteinas imunogénicas da oncosfera de 7. saginata no

diagnostico da cisticercose bovina, demonstrando bom desempenho.
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1.9 — Extratos Antigénicos Purificados

A utilizacdo de diferentes extratos antigé€nicos da forma metacestodea de 7. solium
(extrato salino total, liquido de vesicula e extrato alcalino total) resultam em diferengas
significantes nos testes imunoldgicos (COSTA, 1986). Essa variedade de antigenos tem
demonstrado pouco especifica devido a fragdes comuns a outros antigenos. Com o objetivo de
melhorar estes resultados varios métodos de purificacdo de extratos antigénicos t€m sido
descritos mostrando sensibilidade e especificidade de 90% a 100% (DEKUMYOY et al., 2004;
PRABHAKARAN et al., 2004; YANCEY; DIAZ-MARCHAN; WHITE, 2005). Através de
isoeletrofocalizacdo foi possivel obter 100% de sensibilidade e especificidade no diagndstico da
NC (ITO et al., 1998; KO; NG, 1998).

Peptideos purificados estdo sendo considerados excelentes candidatos a antigenos para o
uso em testes imunoldgicos, pela alta sensibilidade e especificidade e por demonstrar
pouquissimas reagdes cruzadas (SALINAS et al.,, 1996; GAUCI; LIGHTOWLERS, 2001;
GARCIA et al., 2003b; GONZALEZ et al., 2007, FERRER et al., 2007a).

Os peptideos sintéticos também véem demonstrando ser uma &drea de pesquisa
promissora tanto para uso em testes imunoldgicos quanto no desenvolvimento de vacinas
(GEVORKIAN et al., 1996; FERRER et al., 2003; FLEURY et al., 2003; BUENO et al., 2005;

SCHEEL et al., 2005; FERRER et al., 2007b).

1.9.1 — Purificacdo com Triton X-114
Fracionamentos realizados pelo Triton X-114 (TX-114) t€m sido aplicados e
resultados satisfatérios t€m sido obtidos devido a utilizagcdo da fracdo hidrofébica (detergente)
recuperada durante o fracionamento, demonstrando ser um promissor candidato a antigeno em
sorodiagnéstico utilizando ELISA com substancial sensibilidade, especificidade e seguranca.

A purificagdo de proteinas durante a fase de separagdo em TX-114 vem sendo relatada para
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diferentes patégenos (CHATURVEDI; GUPTA, 2001; GARG et al., 2005; MACHADO et
al., 2007).

A solugdo detergente TX-114 € homogénea a 0°C, mas separa-se em fracdo aquosa e
fracdo detergente em temperaturas superiores a 20°C. Proteinas hidrofilicas sdo encontradas
exclusivamente na fra¢do aquosa, e proteinas integrais de membrana (proteinas hidrofébicas)
sdo recuperadas na fracdo detergente. A purificagdo de antigenos utilizando TX-114 apresenta
diversas vantagens quando comparado a outros métodos de purificacdo, pois ndo necessita de
equipamentos sofisticados, sendo de extragcdo simples, facil e altamente eficiente e ndo precisa
de custo alto para produg@o em laboratério (BORDIER, 1981; BRICKER et al., 2001).

Diante a dificuldade de obtencdo de suinos naturalmente infectados com
metacestodeos de T. solium e da importincia do diagndstico da NC, a obtencdo de extratos
antigénicos alternativos purificados que demonstrem altos indices de sensibilidade e

especificidade se faz necessdria.
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2 -0OBJETIVOS

2.2 — Objetivo geral:

» Avaliar as fragdes detergente e aquosa do extrato salino total de metacestédeos de 7.
saginata como antigenos alternativos purificados no diagndstico soroldgico da

neurocisticercose humana, utilizando os testes ELISA e Immunoblotting.

2.2 — Objetivos especificos:

» Obter o extrato salino total da forma metacestddea de T. saginata;

» Purificar o extrato S por hidrofobicidade através do uso do Triton X-114 para obtencdo
das fracdes: Detergente e Aquosa;

» Analisar o perfil eletroforético das amostras antigénicas em SDS-PAGE 12% pela
coloracdo do gel por nitrato de prata;

» Detectar anticorpos IgG especificos frente aos trés extratos antigénicos obtidos nas

amostras de soro humano pelos testes ELISA e Immunoblotting.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Aspectos Eticos
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

de Uberlandia (CEP/UFU).

3.2 — Procedéncia das amostras de soro

As 115 amostras de soro foram obtidas de pacientes atendidos no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberldndia — MG (HC-UFU) ou de individuos voluntarios sadios.

As amostras de sangue foram colhidas no Laboratério de Andlises Clinicas do HC-
UFU por pungdo venosa e enviadas para o Laboratério de Referéncia Nacional no
Diagnostico de Cisticercose da UFU para a obtengdo dos soros por centrifugacdo. As
amostras de soro foram divididas em aliquotas de 500 pul em tubos de “Eppendorf”,
identificadas e conservadas a — 20 °C até o momento do uso.

As amostras de soro padrio positivos foram obtidas de dois pacientes com diagndstico
confirmado de NC através de tomografia computadorizada (TC) e/ou ressonancia magnética
(RM), testes imunolégicos, histéria clinica e dados epidemioldgicos do paciente.

As amostras de soro padréo negativos foram obtidas de trés individuos sadios, que em
trés exames parasitoldgicos de fezes pelo método de Hoffmann, Pons e Janer (HPJ)
(HOFFMANN, PONS E JANER, 1934) foram negativos para Taenia sp. € que ndo apresentaram
histdria anterior de teniase-cisticercose.

As 115 amostras de soro foram divididas em trés grupos:



34

3.2.1 - Amostras de soro de pacientes com diagnostico definitivo de
neurocisticercose (Grupo 1)

Foram utilizadas 40 amostras de soro de pacientes com diagndstico definitivo de NC
de acordo com os critérios propostos por Del Brutto et al. (2001). Sob tais critérios, um
diagnostico definitivo de NC € realizado de duas maneiras: a primeira € pela presenca de um
critério absoluto que poderia ser a demonstracdo histologica do parasito por bidpsia,
visualiza¢do do escélex da forma metacestddea por TC ou RM ou a visualizagdo direta do
parasito na subretina através do exame de fundo de olho; e a outra maneira, € a presenca de
dois critérios principais, um critério secundario e um critério epidemioldgico.

Os critérios principais podem ser a visualizacdo por exames de imagens de
calcificacdes sugestivas de NC, amostras soroldgicas positivas pelo EITB para detec¢do de
anticorpos anti-metacestodeos de T. solium, resolucdo de lesdes cisticas intracranianas apds
tratamento com albendazol e praziquantel ou ainda a resolucdo espontidnea de pequenas
lesdes. Os critérios secunddrios podem ser a visualizagdo por exames de imagens de lesdes
compativeis com NC (hidrocefalia), manifestagcdes clinicas sugestivas de NC, amostras
sorologicas positivas pelo teste ELISA tanto na deteccdo de anticorpos como na detecc¢io de
antigenos ou visualizacdo por exames de raio-x de cisticercose fora do SNC (cisticerco
muscular ou subcutineo). Aos critérios epidemioldgicos estdo relacionados: o convivio com
pessoas infectadas por 7. solium, individuos provenientes de regides endémicas para a
cisticercose ou histéria de viagem freqiiente para dreas endémicas.

Neste estudo os pacientes com diagndstico definitivo foram selecionados por um
critério absoluto que, no presente estudo, foi a visualizagdo por imagem do escélex da forma

metacestodea de 7. solium.
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No grupo 1, 18 (45%) individuos pertenciam ao sexo feminino e 22 (55%) ao sexo
masculino, ndo havendo diferenca estatistica (p>0,05) entre o nimero de mulheres e de

homens. A média das idades foi de 37 anos (variando entre 10 e 61 anos).

3.2.2 — Amostras de soro de pacientes infectados por Taenia sp. e por
outros parasitos (Grupo 2)

Com o objetivo de verificar a reatividade cruzada nos métodos imunolégicos, como ja
demonstrado por alguns autores (LARRALDE et al., 1989; MONTENEGRO et al., 1994),
foram utilizadas 45 amostras de soro de pacientes infectados por: Schistosoma mansoni (5),
Ascaris lumbricoides (6), Hymenolepis nana (4), Strongyloides stercoralis (4), hidatidose por
Echinococcus granulosus (6), Ancilostomideos (5), Enterobius vermicularis (5), Taenia sp. (8) e
Trichuris trichiura (2). As amostras de soro foram colhidas de individuos com exames
parasitoldgicos de fezes positivos apds a andlise de trés amostras fecais pelos métodos de HPJ
e/ou Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948), sendo todas triadas pelo
Laboratdrio de Andlises Clinicas do HC-UFU.

No grupo 2, 21 (60%) individuos pertenciam ao sexo feminino e 14 (40%) ao sexo
masculino, ndo havendo diferenca estatistica (p>0,05) entre o nimero de mulheres e de
homens. A média das idades foi de 25 anos (variando entre 08 e 70 anos). As amostras
soroldgicas infectadas por E. granulosus, doadas pelo Laboratério Central de Porto Alegre,
ndo apresentaram idade e sexo acessiveis. E algumas amostras soroldgicas infectadas por S.
mansoni, cedidas pelo Laboratério de Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia, ndo

apresentaram idade e sexo acessiveis.
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3.2.3 — Amostras de soro controle de individuos saudaveis (Grupo 3)

Foram utilizadas 30 amostras de soro de individuos assintomadticos que em trés exames
parasitoldgicos de fezes realizados pelo método de HPJ foram negativos para parasitos
intestinais e que nao tinham histdria anterior de tenfase-cisticercose.

No grupo 3, 18 (60%) individuos pertenciam ao sexo feminino e 12 (40%) ao sexo
masculino, ndo havendo diferenca estatistica (p>0,05) entre o niimero de mulheres e de

homens. A média das idades foi de 21 anos (variando entre 02 e 35 anos).

3.3 — Obtencio das formas metacestédeas de 7. saginata
Os metacestodeos de T. saginata foram obtidos de miisculos esqueléticos de bovinos
naturalmente infectados. Os metacestédeos foram retirados por dissecacdo, lavados em

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

3.4 — Extratos antigénicos
3.4.1 — Preparo do extrato salino total de metacestédeos de 7. saginata

Foram utilizados 50 metacestédeos integros ou rompidos de 7. saginata para o preparo
do extrato salino total (S), de acordo com Costa (1986), com algumas modificacdes. Os
metacestédeos foram triturados em graal e ressuspendidos em 2,5 mL de dgua destilada e em
seguida a mistura foi submetida a homogeneizador de tecidos (Glas Col®, USA) por cinco ciclos
de 1 minuto cada, em banho de gelo, e posterior tratamento de ultra-som (Thornton, Impec
Eletronica, Sado Paulo, Brasil) a 40 kHz por quatro ciclos de 30 segundos cada em banho de gelo.
Ap6s isotonizacdo com 2,5 mL de solucdo de NaCl (0,3 M), foram empregados mais trés ciclos
de ultra-som. Em seguida, a mistura foi submetida a 4 °C por duas horas sob agitacio lenta e
posteriormente centrifugada a 12.400 x g (Du Pont Sorvall® Products Newton, Conectcut, USA)

por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante obtido constituiu o extrato S.
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A dosagem protéica foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando como
padrdo de referéncia a soro albumina bovina (BSA) (Sigma Chen. Co, St. Louis - MO, USA),
posteriormente o antigeno foi dividido em aliquotas de 1 mL em tubos de “Eppendorf”,

identificadas e conservadas a — 20°C, até o momento do uso.

3.4.2 — Purificacdo do extrato salino total através de Triton X-114 para
obtencao de fracoes hidrofobica e hidrofilica

As fragOes antigénicas hidrofobica (detergente) e hidrofilica (aquosa) foram obtidas
como descrito por Bordier (1981), com algumas modifica¢des, através de fracionamento com
Triton X-114 (TX-114) (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO). Foram preparados 3 lotes de
fracionamentos com TX-114 para obtencdo de antigenos suficientes para todas as reagdes
soroldgicas: ELISA e Immunoblotting.

Para cada lote, uma por¢do do extrato S de metacestédeo de T. saginata (8,4 mg) foi
utilizada, constituindo a amostra protéica, na qual foi adicionado em 1680 pL de Tris (10 mM
Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl) e 1% TX-114. A solucdo foi homogeneizada e mantida a
0°C por 10 minutos (1* etapa). Para separacdo das proteinas um gradiente de 6% de sacarose,
10mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl e 0,06% de TX-114 foi adicionado, na proporcdo de
2:3, e incubado a 37°C por 10 minutos (2¢ etapa). A solucdo foi entdo centrifugada por 10
minutos a 3000 x g a 25°C (3% etapa). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
conico e a fracdo rica em detergente, ou seja, a fracdo mais densa foi armazenada no mesmo
tubo (4 etapa). Ao sobrenadante obtido na 4 etapa foi acrescentado 1% de TX-114 a fresco,
em seguida a solugdo foi homogeneizada e mantida a 0°C por 10 minutos (5% etapa). A
solugdo obtida na 5* etapa foi transferida para o tubo armazenado na 4* etapa, e entdo mantida
a 37°C por 10 minutos, centrifugada a 3000 x g a 25°C por 10 minutos (6* etapa). O

sedimento obtido na 6% etapa constituiu a fracdo detergente (D). Ao sobrenadante da 6* etapa
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foi adicionado (1:1) de Tris e 4% de TX-114 sem sacarose. Esta solugdo foi homogeneizada e
mantida a 0°C por 10 minutos, posteriormente a 37°C por 10 minutos e centrifugada a 3.000 x g
a 25°C por 10 minutos (7* etapa). O sobrenadante desta etapa constituiu a fracdo aquosa (A) e o
sedimento foi descartado.

As proteinas purificadas (fracdes D e A) foram precipitadas em acetona PA (Merck) na
proporcao de 1:2 ( v/v), a 4°C por 18 horas e centrifugada a 1580 x g, a 4°C, por 30 minutos. Os
sobrenadantes foram cuidadosamente descartados e os precipitados foram ressuspendidos em
1 mL de Tris. A dosagem protéica foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando

como padrio de referéncia a BSA (Sigma Chen. Co, St. Louis - MO, USA).

3.5 - Analise do perfil eletroforético das amostras antigénicas em SDS-PAGE
12%

O extrato S e as fracdes D e A obtidas foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%, sob condi¢des ndo-redutoras, segundo Laemmli, (1970).
O gel foi preparado entre placas de vidro medindo 10 x 10 cm que foram montadas
empregando-se espacadores de teflon de 0,75 mm de espessura e suporte apropriado de
vedacao.

Para a preparacdo do gel de separacdo, utilizou-se: Tris-HCI1 0,375 M, pH 8,8 (Sardi,
Brasil); SDS 0,1% (Pharmacia); 4cido etileno-diamino-tetra-acetico 2 mM (EDTA) (Gibco-
Brl, USA); acrilamida a 29% (Pharmacia); bis-acrilamida (N,N’-Metileno-bis-acrilamida) a
1% (Sigma); dgua destilada; N,N,N,N-tetrametil-amonometano a 0,125% (TEMED) (Sigma)e
persulfato de amodnio a 0,125% (APS) (Vetec, Brasil). A mistura foi colocada lentamente nas
placas montadas, tomando-se o cuidado para evitar a formagdo de bolhas no interior do gel.

Para evitar a polimeriza¢do do gel em presencga de oxigénio, foi colocada uma camada de 80
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pUL de butanol (C4H;o0) (Vetec), e descartada posteriormente, apds a polimerizacdo do gel de
separacgao.

Em seguida, foi realizada a preparacdo do gel de empilhamento com Tris-HCI 0,125
M, pH 6,8; SDS 0,1%; EDTA 2 mM; acrilamida a 29%; bis-acrilamida a 1%; dgua destilada;
TEMED 0,125 % e APS 0,125%. O gel de empilhamento foi depositado na placa sobre o gel
de separagdo e colocou-se o pente (molde de teflon) para a formacdo dos pogos de aplicagao,
aguardando-se a sua polimerizagdo.

Nas placas contendo o gel a 12% foram aplicados, apds fervura em banho-maria a
100°C durante trés minutos, os antigenos diluidos v/v em tampdo de amostra (10X), na
concentragdo de 20 ug de proteinas para o procedimento de coloracdo do gel por nitrato de

prata (Merk).

3.6 - Coloracao do Gel por Nitrato de Prata

As proteinas em estudo foram visualizadas por colora¢do em nitrato de prata (AgNO3)
de acordo com Friedman (1982), na qual os polipeptideos se destacam em tons de amarelo-
ferrugem, e comparadas aos padrdes de peso moleculares das proteinas: B-galactosidase de
Escherichia coli (116 kDa), fosforilase b de musculo de coelho (97 kDa), frutose-6-fosfato
kinase de musculo de coelho (84 kDa), soro albumina bovina (66 kDa), albumina de ovo de
galinha (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de musculo de coelho (36 kDa)
anidrase carbonica de eritrécitos de bovino (29 kDa) e a-lactalbumina bovina (14 kDa).

Ap6s migragdo das proteinas o gel foi cuidadosamente mergulhado em solucgdo
fixadora [metanol a 50% (Merck), acido acético a 12% (Merck), formaldeido a 0,05%
(VETEC) em 4dgua destilada] por uma hora, em seguida o gel submetido a trés banhos, em
etanol (Merck) a 50%, de 10 minutos cada e um pré-tratamento com solugdo de tiossulfato de

soédio penta-hidratado (Na;S,03, SH,0) a 0,02% (Merck) por um minuto. O gel foi lavado trés
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vezes por 20 segundos cada em dgua destilada e impregnado com solugdo de formaldeido a
0,04% adicionada de nitrato de prata (AgNQOs3) a 2%, em camara escura por 20 minutos. O gel
foi lavado trés vezes em dgua destilada por 20 segundos cada e revelado em solucdo de
carbonato de sédio anidro (Na,COs); 0,05% de formaldeido e 2% de Na,S,03, SH,0 a 0,02%
(Merck) até o aparecimento das bandas protéicas. A reagdo foi interrompida com solugdo de
metanol a 50%, é4cido acético puro a 10% e o gel foi estendido entre folhas de celofane para

secar.

3.7 - Testes Imunolégicos
3.7.1 - Teste ELISA para deteccio de IgG anti-metacestodeo de 7. solium

Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de analisar as condicdes
otimas para o ELISA através de titulacdes em bloco dos conjugados nas seguintes diluicdes
1:500; 1:1000; 1:2000 e 1:4000.

Os testes ELISA para deteccio de anticorpos IgG anti-metacestédeo de 7. solium em
amostras de soro utilizando o extrato S e os antigenos purificados foram padronizados a partir
do protocolo de Costa (1986) com algumas modifica¢des. Placas de poliestireno (Interlab, Sao
Paulo, Brasil) foram utilizadas como suporte para adsor¢do dos extratos antigé€nicos. As
placas foram sensibilizadas com 50 pL de solucdo dos extratos antigé€nicos, na concentracao
de 10 ug/mL de proteinas, diluidos em tampao carbonato-bicarbonato (0,06 M pH 9,6), a 4°C
durante 18 horas, em camara umida. Apds este periodo e trés lavagens de 5 minutos em
PBS-T foram adicionados 50 UL das amostras de soro a serem testadas (diluidas 1:200 em
PBS-T). Em todas as placas foram incluidos controles de rea¢do que constituiram de duas
amostras de soro padrdo positivo e trés amostras de soro padrdo negativo. Apds incubacio por
45 minutos a 37°C e trés lavagens de cinco minutos com PBS-T foi adicionado 50 puL do

conjugado IgG de cabra anti-IgG humana-peroxidase (Sigma Chemical Co, USA), diluido na
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concentragdo ideal de 1:2000 em PBS-T. As placas foram novamente incubadas por 45
minutos a 37°C, em camara imida. Apds trés lavagens a reacdo foi revelada pela adi¢do de 50
UL do substrato H,O, e solugdo cromodgena 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 + 5 uLL de H,O, 30%), (H,0,, Merck). Apds 15 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 25 pL de solucdo de H,SO4 2 N,
(Merck).

Os valores da absorbancia (densidade optica: DO) foram determinados a 492 nm em
leitor de ELISA (Tp Reader, Thermoplate, China) e o limiar de reatividade (cut-off) foi
calculado pela média aritmética das densidades Opticas das trés amostras de soro padrio
negativo, acrescidas de dois desvios padrao. O indice de reatividade (IR) foi calculado através
da divisdo do valor das DO das amostras pelo valor do cut-off para cada extrato antigénico
obtido (PARDINI et al., 2002). Os resultados foram considerados positivos quando IR > 1.
Foram calculadas as médias geométricas (mg) dos IR para cada grupo em cada extrato

antigénico.

3.7.2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida e Immunoblotting para

deteccio de IgG
Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de analisar as condicdes
Otimas para o Immunoblotting através de titulagdes em bloco dos soros nas seguintes diluicdes
1:50; 1:100 e 1:200 e dos conjugados nas seguintes diluicdes 1:500; 1:1000; 1:1500 e 1:2000.
A técnica de Immunoblotting (IB) foi realizada para caracterizar o perfil de proteinas
dos metacestédeos, reconhecidas pelos anticorpos presentes nas amostras de soros. Os
extratos antigénicos foram submetidos a SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970), juntamente

com padrdes de alto e baixo peso molecular.
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Ap6s a migracdo eletroforética das proteinas foi realizada a transferéncia dos géis para
membranas de nitrocelulose porosidade de 0,45 wm, segundo técnica descrita por TOWBIN,
STAEHELIN, GORDON (1979) com algumas modificagdes. Foi preparado um “‘sandwich”
com: trés folhas de papel de filtro, membrana de nitrocelulose, gel de poliacrilamida contendo
fracGes antigénicas e mais trés folhas de papel de filtro, todos umedecidos em tampao de
transferéncia [TRIS 25 mM, glicina 192 nM (Sigma) e metanol a 20%] e colocados em uma
cuba de transferéncia para aplicagdo de uma corrente elétrica de 0,8 mA por cm?, totalizando
120 mA e 250 V, durante trés horas.

Ap6s a transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram coradas com solugdo de
Ponceau S (Sigma Chemical Co, USA) a 0,5% em dacido acético a 1%, para verificar a
confirmagdo da eficiéncia da transferéncia. As membranas de nitrocelulose, contendo as
fragGes protéicas, foram cortadas em tiras verticais de 3 mm de largura.

A reacdo de IB foi iniciada apds a identifiacdo das tiras e a lavagem das mesmas com
dgua destilada para eliminar a solucdo de Ponceau. A primeira etapa da reagdo consistiu em
bloquear os sitios inespecificos com 1 mL/tira de PBS-T acrescido de 5% de leite desnatado
(Molico, Nestlé, Brasil) durante duas horas, a temperatura ambiente sob agitacdo horizontal
lenta. Apés este periodo, desprezou-se a solugdo bloqueadora. Antes de adicionar as amostras
de soro, cada caneleta contendo as tiras foi lavada com PBS-T acrescido de leite desnatado
(PBS-TM 1%) e foram adicionados as tiras 500 pL das amostras de soro na dilui¢do de 1:100
em PBS-TM 1%, as tiras foram entdo incubadas por 18 horas a 4°C sob agita¢do horizontal
lenta. Posteriormente, realizaram-se seis ciclos de lavagens durante cinco minutos cada, com
PBS-T 1%. Apés as lavagens foram adicionados 500 uL do conjugado IgG de cabra anti-IgG
humana-peroxidase (Sigma Chemical Co, USA), diluido a 1:1500 em PBS-TM 1%. A reacdo
foi incubada por duas horas sob agitacdo lenta e continua a temperatura ambiente. As tiras

foram submetidas a seis lavagens de cinco minutos cada em PBS pH 7,2. A revelacdo da
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reatividade foi efetuada pela adi¢do de 20 pastilhas de diaminobenzidina (DAB) e 20 pastilhas
de peréxido de hidrogénio a 100 mL de dgua deionizada.

Ap6s a visualizagdo das fracdes antigénicas (kDa), a reacdo foi interrompida por
lavagens sucessivas em dgua destilada. As tiras foram envolvidas por folhas de papel e
colocadas sobre a bancada para a secagem a temperatura ambiente. Apds a secagem, as tiras
foram estocadas até o momento da andlise.

Posteriormente, foram realizados os célculos do peso molecular aparentemente de cada

fracdo antigénica reconhecida pelos anticorpos presentes nas amostras de soro testadas.

3.8 - Normas de Biosseguranca
Todo o procedimento de colheita e manuseio do material bioldgico e dos reagentes e a
utilizacdo dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de biosseguranca de

Chaves-Borges; Mineo (1997).

3.9 - Analise Estatistica

A sensibilidade, especificidade e a eficiéncia do diagndstico (ED) foram calculadas de
acordo com Barbieri et al. (1998) e o “Youden index” (YI) foi determinado de acordo com
Younden (1950). Foram utilizadas as seguintes defini¢cdes: verdadeiro positivo (Vp),

verdadeiro negativo (Vn), falso positivo (Fp) e falso negativo (Fn).

Sensibilidade % = Vp x 100 / (Vp + Fn)
Especificidade % = Vn x 100/ (Vn + Fp)
ED % =(Vp+Vn)x 100/ (Vp + Fp+ Vn + Fn)

YI=(Vpx Vn)—(FnxFp)/(Vp +Fn) x (Fp + Vn)
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O peso molecular dos peptideos foi estimado a partir da curva de regressdo linear
construida pelos valores dos pesos moleculares dos marcadores em relacdo ao Rf (motilidade
relativa), utilizando o “Software GraphPad Prism versdo 3.0” (GraphPad Prism Software,

Inc.). O Rf de cada peso molecular foi obtido através da férmula:

Rf = Distincia da origem a migragao/ Distancia da origem até o ponto de referéncia

As andlises estatisticas dos resultados do teste ELISA foram realizadas a partir dos
programas de computagdo “Software GraphPad Prism versdo 3.0” (GraphPad Prism Software,
Inc.) para a confec¢do do grifico e o “Software BioEstat versdo 2.0” para comparagio entre
os extratos antigénicos obtidos e entre os grupos para cada extrato (diferenca entre duas
proporcdes). Foram considerados significantes os resultados a um nivel de significincia de

5% (p< 0,05).
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4 - RESULTADOS

4.1 — Dosagem protéica dos extratos antigénicos

A concentracdo protéica do extrato salino total (S) de metacestddeos de 7. saginata foi
de 4190 pg/mL. Através de trés fracionamentos com TX-114 do extrato S, obteve-se as
seguintes concentragdes: 250 ug/mL, 307 pg/mL e 409 ug/mL para a fracdo detergente (D) e

1350 pg/mL, 2510 pg/mL e 2730 pg/mL para a fragao aquosa (A).

4.2 — SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12 %

O perfil eletroforético dos antigenos do extrato S e da fragdo A de metacestodeos de T.
saginata, em SDS-PAGE (12%) através da colorag@o pelo nitrato de prata, mostrou muitas
bandas, enquanto que o antigeno da fracio D mostrou claramente quatro bandas definidas

com aparente peso molecular de 70, 64, 50 e 39 kDa (Fig. 1).

4.3 — ELISA para deteccao de IgG anti-metacestédeos de 7. solium

As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam os resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com
diagnéstico definitivo de NC (Grupo 1), 45 pacientes com Taenia sp. e por outros parasitos
(Grupo 2) e 30 individuos aparentemente sauddveis (Grupo 3), respectivamente.

A Figura 2 demonstra os niveis de IgG sérica determinados por ELISA utilizando o
extrato S metacestddeos de T. saginata e suas fragdes (D e A). No Grupo 1, houve diferenca
significante entre os extratos S e fracdo A, e entre as fracdes D e A. No Grupo 2, a diferenga
estatistica foi observada somente entre as fracdes D e A. Nao houve diferenca significante

entre os extatos no Grupo 3.



SDS-PAGE
kDa
70 —
64 —
50 —
39 —

Figura 1. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% corado pela prata do
extrato salino total (S), das fracdes detergente (D) e aquosa (A) de

metacestédeos de T. saginata. Padroes de peso moleculares sdo
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Tabela 1. Resultado do teste ELISA dos 40 pacientes com neurocisticercose (Grupo 1), para
deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestéodeo de 7. solium em amostras de soro, utilizando

como antigeno o extrato salino total (S), as fracdes detergente (D) e aquosa (A).

Caso Sexo Idade ELISA-IgG
(anos) S D A
1 F 28 + + -
2 F 37 + + -
3 F 14 + +
4 M 51 + + -
5 M 53 + + -
6 M 41 + + -
7 M 36 - - +
8 M 30 + + -
9 F 19 + + +
10 M 29 + + -
11 F 41 + + -
12 M 61 + + -
13 M 18 + + -
14 M 35 + + -
15 F 44 + + -
16 M 26 + + -
17 M 29 + +
18 F 57 + + -
19 F 33 + + -
20 M 60 + + +
21 M 60 + + -
22 M 46 + + +
23 M 10 + + +
24 M 10 + + -
25 F 50 - - -
26 F 46 + + +
27 F 16 + + -
28 F 41 + + +
29 F 49 + + -
30 F 28 + + -
31 M 43 + + -
32 M 38 + + -
33 M 32 + + +
34 M 27 + + +
35 F 35 + + +
36 F 53 + + +
37 F 28 + + -
38 M 30 + + -
39 M 44 + + +
40 F 43 + + +

F = Feminino; M = Masculino; - = Negativo; + = Positivo
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Tabela 2. Resultado do teste ELISA dos 45 pacientes infectados por Taenia sp. € por outros
parasitos (Grupo 2), para detec¢do de anticorpos IgG anti-metacestddeo de 7. solium em
amostras de soro, utilizando como antigeno o extrato salino total (S), as fragdes detergente

(D) e aquosa (A).

Caso Sexo Idade Parasito ELISA-IgG

(anos) S D A
1 F 14 Ancilostomideo - - +
2 F 12 Ancilostomideo - - +
3 F 9 Ancilostomideo - - +
4 M 11 Ancilostomideo + - +
5 F 23 Ancilostomideo + - +
6 F 9 A. lumbricoides + + +
7 M 12 A. lumbricoides + + +
8 M 14 A. lumbricoides + + +
9 F 8 A. lumbricoides + - +
10 M 14 A. lumbricoides - - +
11 M 8 A. lumbricoides + +
12 F 10 E. vermicularis + - +
13 F 14 E. vermicularis - - +
14 M 10 E. vermicularis - - +
15 F 23 E. vermicularis - - +
16 M 10 E. vermicularis + - +
17 M 61 S. stercoralis + - +
18 F 54 S. stercoralis - - -
19 M 39 S. stercoralis - - +
20 M 39 S. stercoralis - - +
21 F 31 T. trichiura - - -
22 M 10 T. trichiura - - -
23 M 40 H. nana + + +
24 F 41 H. nana - - -
25 M 45 H. nana + + +
26 F 22 H. nana + + +
27 M 29 S. mansoni - - -
28 * * S. mansoni - - -
29 * * S. mansoni - - +
30 * * S. mansoni - - -
31 * * S. mansoni - - -
32 ok wox E. granulosus + + +
33 ok wE E. granulosus + + +
34 ok ok E. granulosus + + +
35 ok ok E. granulosus + + +
36 *oE *x E. granulosus + + +
37 ok ok E. granulosus + + +
38 F 23 Taenia sp. - - -
39 F 25 Taenia sp. - - -
40 F 70 Taenia sp. - - -
41 F 30 Taenia sp. - - -
42 F 40 Taenia sp. - - -
43 F 30 Taenia sp. - - -
44 F 30 Taenia sp. - - -
45 F 8 Taenia sp. - - -

F = Feminino; M = Masculino; - = Negativo; + = Positivo; * = amostras soroldgicas cedidas pelo laboratdrio
de Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia (idade e sexo ndo acessiveis); ** = amostras
sorolégicas doadas pelo laboratério Central de Porto Alegre (idade e sexo ndo acessiveis)
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Tabela 3. Resultado do teste ELISA dos 30 individuos aparentemente saudaveis (Grupo 3)
para deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestodeo de 7. solium em amostras de soro,

utilizando como antigeno o extrato salino total (S), as fracdes detergente (D) e aquosa (A).

Caso Sexo Idade ELISA-IgG

(anos) S D A

1 F 23 - - -
2 M 5 - - -
3 F 24 - - -
4 M 24 - - -
5 M 21 - - -
6 F 22 - - -
7 M 6 - - -
8 F 25 + - -
9 F 24 - - -
10 M 25 - - -
11 F 25 - - -
12 F 25 - - -
13 F 25 - - -
14 M 19 - - -
15 M 23 - - -
16 F 35 - - -
17 F 23 - - -
18 M 24 - - -
19 M 26 - - -
20 F 19 - - -
21 M 24 - - -
22 F 25 - - -
23 F 28 - - -
24 F 4 - - -
25 F 2 - - -
26 F 24 - - -
27 F 25 - - -
28 M 23 - - -
29 F 21 - - -
30 M 23 - - -

F = Feminino; M = Masculino; - = Negativo; + = Positivo
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Figura 2. ELISA para deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestédeos de 7. solium em

amostras de soro de pacientes com diagndstico de NC (Grupo 1; n = 40), pacientes com

Taenia sp. e por outros parasitos (Grupo 2; n = 45) e individuos saudaveis (Grupo 3; n =

30) utilizando os antigenos: extrato salino total (Salino), as fracdes detergente (Fracdo D) e

aquosa (Fracdo A). A barra horizontal indica o cut off, mg: média geométrica, * p< 0,005.
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No Grupo 2, 42,2% e 64,4% das amostras de soro foram positivas para os antigenos do
extrato S e da fracdo A, respectivamente. Somente 28,9% das amostras de soro deste grupo
foram positivas para o antigeno da fracdo D. Todas as amostras de soro do grupo 3 foram
negativas para ambos os antigenos das fragcdes D e A, enquanto 3,3% das amostras deste
grupo foram positivas para o antigeno do extrato S.

A sensibilidade, especificidade, eficiéncia do diagndstico (ED) e Youden Index para os
trés antigenos estudados no ELISA demostraram que para os antigenos do extrato S e da
fracdo D no Grupo 1 foram mais sensiveis (95%), enquanto que o uso do antigeno da fragdo A
nesse grupo demonstrou baixa sensibilidade (65%). Em relacdo aos outros célculos, o
antigeno D demonstrou ser mais especifico e mais eficiente em relacdo aos outros extratos
antigénicos (Tabela 4).

A reatividade cruzada no ELISA para o Grupo 2 foi predominantemente encontrada
em amostras de soro de pacientes com Echinococcus granulosus, Ascaris lumbricoides e

Hymenolepis nana (Tabela 5).

4.4 — Immunoblotting para deteccao de IgG anti-metacestodeos de 7. solium

Todas as amostras de soro de pacientes com diagnéstico definitivo de NC foram
analisadas pelo IB. No entanto, para os Grupos 2 e 3 apenas as amostras positivas no ELISA
foram submetidas a este teste (Fig. 3). As bandas antigénicas imunoreativas reconhecidas
pelas amostras de soro de pacientes do Grupo 1 e 2 variaram de 116 a 24 kDa para os
antigenos do extrato S e da fragcdo D e 116 a 13 kDa quando usou o antigeno da fracdo A

(Fig. 4).
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A banda antigénica de 70-64 kDa visualizada no antigeno da fragdo D reagiu
fortemente com os pacientes com diagndstico definitivo de NC (Fig. 4A). Em contraste,
pacientes com infec¢do por Echinococcus granulosus ndao apresentaram reatividade com a
banda antigénica de 70-64 kDa, ainda que foi observado a presenca de vdrias bandas
antigénicas (116, 110, 97, 87, 68, 45, 42-39 e 24 kDa) (Fig. 4B). Para o antigeno da fracdo A,

a reatividade foi observado principalmente para bandas antigénicas de alto peso molecular.
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Tabela 4. Sensibilidade, especificidade, eficiéncia do diagndstico (ED) e o Youden Index do

ELISA na deteccdo de anticorpos IgG anti-metacestédeo de Taenia solium em amostras de

soro, utilizando o extrato salino total (S), as fracdes detergente (D) e aquosa (A).

ELISA
Antigeno Sensibilidade (%) Especificidade (%) ED (%) Youden Index
S 95 73,3 83,9 0,74
D 95 82,6 88,5 0,80
A 65 61,3 72,8 0,46
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Tabela 5. Reatividade cruzada em amostras de pacientes com 7aenia sp. € por outros

parasitos (Group 2, n = 45) utilizando o extrato salino total (S), as fracdes detergente (D) e

aquosa (A) de metacestédeos de Taenia saginata pelo ELISA.

Nimero de amostras S D A
examinadas
n+ (%) n+ (%) n+ (%)
Ascaris lumbricoides 6 5(83,3) 4 (66,7) 6 (100)
Echinococcus granulosus 6 6 (100) 6 (100) 6 (100)
Enterobius vermicularis 5 2 (40) 0 (0) 5 (100)
Hymenolepis nana 4 3(75) 3(75) 3 (75)
Ancilostomideos 5 2 (40) 0 (0) 5 (100)
Schistosoma mansoni 5 0 (0) 0 (0) 1 (20)
Strongyloides stercoralis 4 1(25) 0 (0) 3 (75)
Taenia sp. 8 0 (0) 0 (0) 0(0)
Trichuris trichiura 2 0 (0) 0 (0) 0(0)
Total 45 19 13 29

n+ = amostras positivas
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IMMUNOBLOTTING
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
kDa 123 1238 123 456 456 456 7 7 7
116 — i
110 — |
70-64 — | !
i
|
42-39 — |
| I I .
S D A
S D A S D A

Figura 3. Immunoblotting do extrato salino total (S), das fracoes
detergente (D) e agquosa (A) de metacestddeos de T. saginata.
Amostras de soro representativas de paciente com NC (Grupo 1;
tiras de 1 — 3), pacientes com Taenia sp. € por outros parasitos
(Grupo 2; Ascaris lumbricoides tira 4; Hymenolepis nana ftira 5;

Echinococcus granulosus tira 6) e individuos sauddveis (Grupo3;
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Figura 4. Porcentagem das amostras de soro reativas por Immunobloting utilizando os
antigenos do extrato salino total (Salino), e das fracdes detergente (Detergente) e aquosa
(Aquosa) de metacestédeos de T. saginata. (A) Grupo 1: amostras de soro positivas no
ELISA de pacientes com diagnéstico definitivo de NC; (B) Grupo 2: amostras de soro

positivas no ELISA de pacientes com Taenia sp. e por outros parasitos.
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5 - DISCUSSAO

A utilizacdo de antigenos heterélogos no diagnéstico da NC humana, tanto em soro
quanto em LCR, tem sido descrita principalmente com antigeno de 7. crassiceps
(LARRALDE et al., 1989; VAZ; NUNES; PIAZZA, 1997; BARCELOS et al., 2001;
BARCELOS et al., 2005), mas a facilidade de obter metacestdédeos de 7. saginata na regiao
do Tridngulo Mineiro possibilita a producdo do antigeno heterdlogo a partir destes
metacestdédeos (REIS et al., 1996; REIS; RAGHIANTE, 2000).

No presente estudo, foi realizado que pela primeira vez o fracionamento do extrato S
de metacestodeos de T. saginata em duas fracdes, a detergente (D) e a aquosa (A), usando o
Triton X-114 (TX-114). O TX-114 tem sido aplicado na purificagdo de diversos outros
parasitos, tais como: Plasmodium sp. (SMYTHE et al., 1988; SHARMA et al., 2007),
Schistosoma japonicum (ROGERS et al., 1988), Trypanosoma sp. (BALBER; HO, 1988;
ALVES et al., 2007), Leishmania sp. (MURRAY; SPITHILL; HANDMAN, 1989; HEATH et
al., 1987; GARG et al., 2005; AZEVEDO-PEREIRA et al., 2007) e T. solium (MACHADO et
al., 2007).

Resultados satisfatorios t€ém sido obtidos usando antigenos de fracdo D, onde o
desempenho dos antigenos das proteinas presente na membrana integral foi recuperado pela
fracdo D durante o fracionamento com TX-114, demonstrando ser um promissor candidato a
antigeno em sorodiagndstico utilizando ELISA com substancial sensibilidade, especificidade
e seguranca (CHATURVEDI; GUPTA, 2001; GARG et al., 2005; MACHADO et al., 2007).

No presente estudo, o antigeno de fracdo D mostrou ser mais especifico que os outros
extratos antigénicos e mostrou que nenhuma das amostras de soro de individuos
aparentemente sauddveis foi reativa a este antigeno. O célculo de eficiéncia do diagndstico e

Youden Index reafirmam o 6timo desempenho do ELISA utilizando o antigeno de fase D de
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metacestodeos de T. saginata para o diagndstico da NC humana. Similar resultado foi obtido
pelo fracionamento do extrato salino total de metacestdédeos de 7. solium (MACHADO et al.,
2007).

A baixa sensibilidade e especificidade da fracdo A de metacestddeos de 7. saginata,
obtida neste trabalho, inviabiliza a sua utiliza¢do para detec¢do de anticorpos IgG anti-
metacestodeo de T. solium no diagnéstico soroldgico da NC, concordando com os resultados
obtidos para a fragdo aquosa de 7. solium (MACHADO et al., 2007).

Neste estudo, quando utilizou o antigeno da fragdo D purificado pelo TX-114, a
reatividade cruzada no ELISA ocorreu principalmente em amostras de soro de pacientes com
E. granulosus, A. lumbricoides e H. nana. Para o antigeno de fracdo A, a reatividade cruzada
foi observada na maioria das amostras de soro de pacientes infectados com outros parasitos,
exceto para Taenia sp. e Trichuris trichiura. Os resultados obtidos sugerem que o teste
ELISA seja utilizado na triagem e o Immunobloting como teste confirmatorio.

Virios estudos tém demonstrado que antigenos de metacestodeos de Taenia sp.
parecem ser estigio especificos, uma vez que sdo bastante sensiveis em amostras de soro de
individuos infectados com a forma mestacestédea e altamente especificos em amostras de
soro de individuos infectados com Taenia sp. (CHUNG et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2007;
ZHENG et al., 2007).

A baixa especificidade de antigenos dos extratos salinos totais de metacestddeos de 7.
solium e de T. saginata tanto no ELISA quanto no IB, em pacientes infectados por E.
granulosus tem sido demonstrada por diversos autores (ISHIDA et al., 2003; OLIVEIRA et
al., 2007). O fato de esses parasitos pertencerem a mesma familia (Taeniidae) também pode
ser um fator importante nesta reatividade cruzada (BENITEZ et al., 1998; GARCIA et al.,

2003; ISHIDA et al., 2003; MCMANUS, 2006; GONZALEZ et al., 2007).
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Esses componentes antigénicos homologos entre esses cestddeos pode ser
demonstrado através da andlise das varias bandas imunodominantes comuns encontradas entre
eles. Sete bandas imunodominantes (135, 100, 86, 64, 39, 35 e 24 kDa) foram reconhecidas
pelos soros de individuos infectados com E. granulosus no 1B usando o liquido de vesicula de
metacestédeos de 7. solium (KONG et al., 1989). No presente estudo, amostras de soro dos
pacientes infectados com E. granulosus reconheceram vérias bandas imunogénicas (116, 110,
97, 95, 87, 78, 68, 64, 56, 52-47, 45, 42-39, 37, 30 e 24 kDa), estes dados coincidem com a
literatura, uma vez que as bandas de 64-68, 39-42 e 24 kDa foram identificadas por Oliveira
et al. (2007), usando o extrato salino total de metacestodeo de 7. saginata. No trabalho
desenvolvido por Benitez et al. (1998), eles demonstraram uma grande similaridade entre
antigenos recombinates de oncosfera de 7. saginata com proteinas de superficie protoescolex
de E. multilocularis e E. granulosus.

A reatividade cruzada em pacientes infectados com A. lumbricoides pode estar
relacionada a infec¢des concomitantes desses individuos com ambas as espécies, visto que a
cidade de Uberlandia e a regido do Tridngulo Mineiro sdo consideradas endémicas para
cisticercose humana (SILVEIRA-LACERDA et al., 2002). Além disso, o clima, a pobreza, e
o0 saneamento basico e o fornecimento de dgua inadequados nesta regido sdo condig¢des
importantes para manter essas espécies de helmintos (BETHONY et al., 2000).
Adicionalmente, esta reatividade pode ser presumida a presenca de anticorpos residuais como
expressdo da presenca de metacestddeos calcificados, como freqiientemente encontrado em
drea endémica.

Reatividade cruzada entre individuos infectados com H. nana foi observado e isso tem
sido evidenciado também no trabalho de Shiguekawa et al. (2000). Este fato estd associado a

proximidade filogenética entre Taenia sp. e Hymenolepis sp. (familia Taeniidae), e pela
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presenca de componentes antigénicos semelhantes entre essas espécies (MONTENEGRO et
al., 1994; GARCIA et al., 2003).

A elevada sensibilidade e especificidade do IB utilizando o antigeno da fracdo D pode
estar relacionado a banda 70-64 kDa, uma proteina imunodominante para o diagndstico de
pacientes com NC, visto que a proteina com 70-50 kDa tem sido relatado para 7. solium em
outro estudo, mostrando niveis satisfatérios de sensibilidade e especificidade (MACHADO et
al., 2007).

Os dados obtidos neste estudo reafirmam estudos prévios de outros autores,
enfatizando que bandas com pesos moleculares acima de 80 kDa ndo sdo marcadores
importantes no diagndstico da NC, pois aparecem com maior freqii€éncia em individuos com
outras parasitoses ou sauddveis (SHIGUEKAWA et al., 2000; BARCELOS et al., 2007;
MACHADO et al., 2007).

Quando foi utilizado o antigeno do extrato S no IB, vérias bandas foram reconhecidas
tanto em pacientes com NC quanto em pacientes com E. granulosus, com esse antigeno nao
foi possivel obter diferenciagcdo entre esses dois cestddeos. Entretanto, este problema nado foi
observado no antigeno de fase D, uma vez que as amostras de pacientes com NC e os seis
pacientes com E. granulosus positivos no ELISA apresentaram diferenca nos perfis das

bandas, o que de fato, permitiu discriminar entre esses pacientes.
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6 —- CONCLUSOES

Foi possivel purificar o extrato salino total de metacestédeos de 7. saginata através do
Triton X-114, obtendo duas fracdes antigénicas: fragdo hidrofobica (detergente) e

fracdo hidrofilica (aquosa).

A fracdo hidrofébica foi mais especifica, que os demais extratos antigénicos

analisados, na detec¢do de IgG anti-metacestédeos de T. solium.

A fracdo hidrofébica do extrato salino total de metacestédeos de T. saginata pode ser
utilizada no Immunoblotting como antigeno heterdlogo purificado no diagndstico

soroldgico da neurocisticercose humana.
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