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A neurocisticercose humana apresenta sintomatologia polimorfa que muitas
vezes dificulta o diagnostico clinico e na maioria dos casos o diagndstico pode
ser confundido com outras patologias, contribuindo para que os casos detecta-
dos sejam em numero menor que o real. A seguranca diagnostica pela eviden-
ciagdo do parasita em ato ciriirgico ou por exames ccmo a tomografia compu-
tadorizada contrasta com a simplicidade dos testes imunolégicos, ainda que
sujeitos a limitagGes. Na impossibilidade de demonstracdo direta do parasita,
os métodos imunolégicos adquirem indubitdvel valor, uma vez que a presenca
de anticorpos circulantes oferece indicacdo indireta da infecgio, mesmo antes
de suas manifestagbes clinicas. Diversos métodos imunoldgicos tém. sido apii-
cados a pesquisa de anticorpos anti-cisticerco no liquido cefalorraqueano
(LCR) 34,5,11,18,14,16,17,20,23) porém, ndo tém sido caracterizadas as classes de
imunoglobulinas resultantes da resposta humoral. Martinez-Cairo et col. 18,
utilizando método de imunodifusdo radial e Spina-Franca e Kleine2¢ com o
método da imunonefelometria demonstraram o aumento da concentracdo de IgG,
IgM, e IgA em amostras de LCR de pacientes com neurocisticercose. O teste
imunoenzimético “ELISA” (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) pela alta
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade vem sendo aplicado ao diagnos-
tico da cisticercose 13 e neurocisticercose 810 possibilitando a quantificacdo da
imunoglobulina G especifica.

No presente trabalho foram pesquisados anticorpos IgM anti-C. cellulosae
em amostras de LCR, pelo teste imunoenzimdtico com o propdsito de no futuro
investigar seu significado como indice de doen¢a em atividade. Foram com-
parados os niveis de anticorpos IgM e IgG detectados pelos testes imunoenzima-
ticos especificos. Paralelamente, compararam-se os resultados dos testes ELISA
com os de hemaglutinacdo, imunofluorescéncia e fixacdo do complemento para
neurocisticercose.
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MATERIAL E METODOS

Antigeno glicoproteico de Cysticercus cellulosae — Cisticercos foram obtidos a partir
de miusculo esquelético de suinos com infeccio natural macica. Os parasitas, separados
por dissecclio, resultaram em cisticercos integros que apés 4 lavagens em solucdo salina
(NaC1l 0,15M) foram congelados em nitrogénio liguido e conservados a —700C. Prepa-
rou-se o extrato glicoproteico de C. cellulosae segundo metodologia semelhante 4 desecrita
por Nash e col. 22. Adicionaram-se a 50 cisticercos, 10 ml de NaOH 0,2N. Apés trituracio
por 10 minutos em homogeneizador elétrico Sorvall, seguiu-se tratamento com ultrasson
por dois minutos em banho de gelo. O produto sonicado foi mantido sob agitacdo lenta
por duas horas & temperatura ambiente. Centrifugou-se por 20 minutos a 8.500g e apis
desprezar o sedimento, adicionaram-se ao sobrenadante trés volumes de etanol 999
gelado. A mistura foi deixada a 40C por 24 horas. Apés nova centrifugacio e lavagens
com etanol gelado, foram adicionados ao sedimento 10ml de #4gua destilada e igual
volume de A4cido tricloroacético a 15%. Apé6s 18 horas a 4oC o precipitado formado foi
removido por centrifugacdo a 8.500g por 20 minutos sendo o sobrenadante cuidadosamente
neutralizado com soluciio de NaOH, de inicio a 3N e depois a 0,2N e dialisado contira
dgua destilada por 24 horas. Precipitados eventuais foram retiradcs por centrifugacio
e o material dosado pelos métodos de Antronal9 e Lowry 15. O material foi entdo
distribuido em aliquotas de 1ml e conservado a —700C. Liquido cefalorraqueano —
Foram estudados 41 amostras de LCR: 26 de pacientes com neurocisticercose;: 5 de
pacientes com neurossifilis; 10 de pessoas aparentemente normais e que nfo apresen-
tavam qualquer tipo de alteracio no exame do LCR. As amostras do LCR foram
centrifugadas a 2.500g e separadas em aliquotas de 1ml, sendo armazenados a -—200(.
Conjugado anti-IgM humano-peroxidase — As imunoglobulinas da classe IgM, obtidas
a partir de soro de paciente com mielona M monoclonal, foram isoladas segundo método
descrito por Michele e Isliker 21 e inoculadas em carneiro. Purificou-se o antissoro
obtido segundo técnica descrita por Avrameas e Ternynck 2. O antissoro especifico para
cadeias B foi entdo marcado com peroxidase (Horseradish peroxidase, Tipo VI, Sigma
Chemical Co. USA) pela técnica de Wilson e Nakane 25. O conjugado obtido foi titulado
em presenca de LCR reativo e nédo reativo para neurocisticercose. Considerou-se o
titulo como a diluicio (de razéo 2) anterior & maior diluicio ainda capaz de fornecer
reatividade méxima para a amostra reagente e auséncia da reacfo inespecifica para
a amostra néo reagente. Teste imunoenzimdtico ELISA-IgM — Empregaram-se placas
de polivinil (Plésticos Ampla, S8o Paulo, Brasil) como suporte i absorcio do antigeno
glicoproteico. As placas foram sensibilizadas a 40C durante 18 horas com 0,2ml de
solucdio de antigeno na concentracéo de ZOpg/ml, em tamp&o carbonato-bicarbonato 0,05
M pH 9,6. Para controle, sensibilizou-se a placa somente com o tamp&o de diluicgo.
ApGs esse periodo e lavagens em PBS-Tween 20 a 0,069 foram adicionadas 0,2ml das
amostras de LCR néo diluidas e diluidas na razdo 2 e incubou-se por 45 minutos a 370C.
Apés lavagens das placas com PBS-Tween, adicionou-se o conjugado no titulo de 1/800
e incubou-se por 45 minutos a 370C. Apdés novas lavagens a reacdo foi revelada pela
adicdo de 0,2ml de substrato constituido de 1,47mM de I-I202 e 5,23mM de A4cido 5-amino-
-salicflico e ap6s uma hora a temperatura ambiente procedeu-se & leitura. Esta se fazia
por inspecéo visual direta das placas, em comparacio com LCR padrdéo, positivo e nega-
tivo paralelamente ensaiados. Tomava-se como titulo a maior diluicBo de LCR forne-
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cendo coloracdo. No LCR negativo observava-se total auséncia de coleracdo em qualquer
das diluicdes, enquanto que muito -visivel e de grande intensidade nas baixas diluicées
dos LCR reagente. Tratamento dos LCR com 2-mercaptoetanol — Procedeu-se ao
tratamento dos LCR positivos com 2-mercaptoetanol (2ME) para verificacdo da especifi-
cidade do teste quanto a detecciio da imunoglobulina M. Adicionou-se a 0,2ml de LCR,
0,4ml de 2ME para soluco final de 0,07M. Obteve-se LCR na diluicio inicial de 1/3
e diluicOes seriadas na razio 2. Ap6és uma hora a 370C em banho maria as amostras
foram analisadas pelo teste ELISA-IgM. Teste imunoenzimdtico ELISA-IgG@ — Proce-
deu-se a andlise dos LCR pelo teste imunoenzimético ELISA-IgG, segundo Costa e col. 9,
utilizando-se como antigeno o extrato salino total de C. cellulosae. Ouiros testes —
Realizou-se a reacfio de fixacio de complemento pela técnica de Koimer e col. 12 ecom
antigeno metilico de C. cellulosae (Lio-Serum, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). Para
reacdio de imunofluorescéncia indireta utilizaram-se como antigeno cortes de 4 micra de
cisticercos incluidos em Tissue Teck O.C.T. (Ames Co. Miles Laboratory, Indiana,
USA) e como conjugado antiglobulina humana marcada com isotiocianato de fluoresceina
pela técnica de Clark e Shepard 7. A reacfo de hemaglutinaco con hemécias sensibi-
lizadas com liquido de vesicula de cisticercos foi realizada como descrito por Camargo
e col. 6.
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Fig. 1 — Resultados comparativos do teste ELISA-IgM e ELISA-IgG em
26 amostras de liquido cefalorraqueano de pacientes com meurocisticercose.
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RESULTADOS

Determinacdo da comcentracdo de polissacdrides e proteinas do extrato antigénico
— O extrato glicoproteico de €. cellulosae apresentou 640 ﬂg/ml de polissacdrides e 216
p8/ml de proteinas. Testes imunoenzimdticos ELISA — Na tabela 1 sSio apresentados
08 resultados obtidos nos testes ELISA-IgM e HLISA-IgG para todas as amostras estu-

Diagnéstico

Teste Neurocisticercose Neurossifilis Normais

Reag. N&ao-Reag. Reag. Na&ao-Reag. Reag. Nao-Reag.

ELISA-IgM 12 14 0 b 0 10
ELISA-IgG 26 0 0 5 0 10

Tabela 1 — Resultados dos testes ELISA-IgM e ELISA-IgG anti-C. Cellulosae (reag.,
reagente; ndo-reag., mdo reagente) em 41 amostras de liquido cefalorraqueano de
pacientes com mneurocisticercose ou com neurossifilis e de pessoas mormais.

c*l‘:fs ELISA-IgM ELISA-IgG RHA RIF RFC
1 0 64 16 § 2
2 16 256 64 32 64
3 0 32 128 18 8
4 0 64 128 8 2
5 32 256 128 22 8
6 4 256 128 32 4
7 8 64 64 4 8
8 0 8 2 0 2
9 0 64 16 8 16
10 0 32 16 2 2
11 4 8 4 4 4
12 4 128 512 16 32
13 0 1 1 0 2
14 0 16 4 2 1
15 32 64 16 8 16
16 0 32 32 4 4
17 16 2 1 0 0
18 4 64 32 8 16
19 8 256 256 8 32
20 16 128 16 8 8
2 U 2 8 4 2
22 16 8 4 4 4
23 0 64 64 16 4
24 0 128 128 16 8
2 0 2 p) 0 0
26 0 2 1 0 0

Tabela £ — Titulos em 26 amostras de LCR de casos de meurocisticercose, nos testes
ELIBA-IgM, ELISBA-IgG, hemaglutinacGo (RHA), imunofluorescéncia (RIF) e fizacdo
do complemento (RFC).
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dadas. Os nfiveis de anticorpos IgM e IgG anti-C'. cellulosae nas 26 amostras de LCR
com neurocisticercose estdo expressas na figura 1. Tratamento dos LCR com 2-mer-
captoetanol — Realizou-se em paralelo o teste ELISA-IgM com as amostras de LCR
positivas tratadas e nfio tratadas, pelo 2ME, observando-se negativacido das reagdes para
todos os LCR tratados. Comparacdo dos testes imunoenvimdticos com outros testes
— Os LCR foram submetidos simultaneamente a reacdo de hemaglutinaco, imuno-
fluorescéncia e fixacio do complemento para neurociscicercose. Na tabela 2 s3o indi-
cados os resultados nas 26 amostras de LCR com neurocisticercose distribuidas segundo
titulos nos respectivos testes. Os 5 LCR de pacientes com neurossifilis e os 10 de
pessoas aparentemente normais foram negativos para todos os testes imunolégicos.

COMENTARIOS

A elevada freqiiéncia de positividade que observamos para o teste ELISA-
-IgM na neurocisticercose (46% de 26 casos) acentua a importincia do estudo
dos anticorpos IgM anti-cisticercos quanto ao seu significado para diagnéstico
e acompanhamento terapéutico dessa parasitose. A alta sensibilidade do teste
ELISA capaz de detectar baixos niveis- (e anticorpos circulantes permite a
utilizacdo de LCR sem concentrd-lo. A especificidade do teste foi comprovada
pelas 12 amostras de LCR positivas que apds tratamento com 2ME ndo mais
reagiram no teste ELISA-IgM.

Os titulos dos LCR analisados pelo teste ELISA-IgM variaram de 4 a 32 e
para o teste ELISA-IgG variaram de 1 a 256. Das 12 amostras de LCR que
foram reagentes para os dois testes, duas apresentaram niveis de anticorpos
IgM maiores que IgG. Observamos que nqo caso 17 pela reacdo de fixacdo do
complemento e imunofluorescéncia as amostras eram negativas e com baixo
titulo para hemaglutinacdo e ELISA-IgG. O caso 22 apresentou todas as rea-
cOes positivas, mas os niveis de IgM eram maiores que os de IgG. A tabela 2
permite observar que nem sempre os testes de fixacdo do complemento e imuno-
fluorescéncia, que sdo classicos para diagndstico pelo LCR da neurocisticercose,
apresentaram-se positivos salientando-se a importincia de técnicas mais sensi-
veis e praticas como os testes imunoenzimaticos para a determinacdo dos niveis
de anticorpos circulantes no LCR, como referido por Costa e col. 9.

RESUMO

Demonstrou-se a presenca de anticorpos da classe IgM anti-C. cellulosae
em amostras de LCR de pacientes com neurocisticercose, pelo teste imunoenzi-
matico ELISA. Este foi realizado em placas plasticas sensibilizadas com uma
fracdo glicoproteica de cisticercos. Das 41 amostras de LCR estudadas, 26
pertenciam a pacientes com neurocisticercose, 5 a pacientes com neurossifilis e
10 a pessoas aparentemente normais. Nas 5 amostras de LCR de pacientes
com neurossifilis e nas 10 de pessoas aparentemente normais foi negativo o
teste ELISA-IgM. Dos 26 LCR de pacientes com neurocisticercose 12 (46,2%)
apresentaram anticorpos IgM anti-C. cellulosae com titulos que variaram de 4
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a 32. Essas 12 amostras de LCR quando submetidas ao tratamento com 2-mer-
captoetanol tornaram-se negativas no teste ELISA-IgM. Compararam-se os
niveis de anticorpos IgM e IgG anti-C. cellulosae detectados pelos respectivos
testes imunoenzimdticos para todas as amostras estudadas e observou-se que,
dos 12 LCR de pacientes com neurocisticercose reagentes pelos dois testes,
dois apresentaram niveis de IgM mais elevados que de IgG. Paralelamente
compararam-se os resultados dos testes ELISA com as reacgdes de fixacdo do
complemento, imunofluorescéncia e hemaglutinacio para neurccisticercose.

SUMMARY

Cerebrospinal fluid IgM antibodies against Cysticercus cellulosae detection
in neurocysticercosis through ELISA immunoenzymatic assay.

IgM antibodies against Cysticercus cellulosae in the cerebrospinal fluid
(CSF) was demonstrated by ELISA immunoenzymatic assay in neurocysticercosis.
CSF samples of 41 patients were analyzed for this purpose. Diagnosis was
neurocysticercosis in 26 and neurosyphilis in 5; abnormalities were not registered
in the other 10 cases. Neurosyphilis samples and no-abnormalities samples
were considered as control groups. ELISA IgM assay for cysticercosis was
negative in all CSF samples of control groups and it was positive in 12 of
the 26 CSF samples of the neurocysticercosis group (46.2%) Titers ranged
from 4 till 32. Positive results were no more obtained after previous treatment
of CSF samples by 2-mercaptoetanol. ELISA IgM and IgG titers were compared.
IgM titers were higher than IgG titers in two cases. Results obtained werc
compared to those found through complement fixation, immunofluorescence and
hemagglutination tests for the diagnosis of neurocysticercosis.
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