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A neurocisticercose humana apresenta sintomatologia polimorfa que muitas 
vezes dificulta o diagnóstico clínico e na maioria dos casos o diagnóstico pode 
ser confundido com outras patologias, contribuindo para que os casos detecta­
dos sejam em número menor que o real. A segurança diagnostica pela eviden-
ciação do parasita em ato cirúrgico ou por exames como a tomografia compu­
tadorizada contrasta com a simplicidade dos testes imunológicos, ainda que 
sujeitos a limitações. Na impossibilidade de demonstração direta do parasita, 
os métodos imunológicos adquirem indubitável valor, uma vez que a presença 
de anticorpos circulantes oferece indicação indireta da infecção, mesmo antes 
de suas manifestações clínicas. Diversos métodos imunológicos têm sido apli­
cados à pesquisa de anticorpos anti-cisticerco no líquido cefalorraqueano 
(LCR) 3,4,5,11,13,14,16,17,20,23, porém, não têm sido caracterizadas as classes de 
imunoglobulinas resultantes da resposta humoral. Martinez-Cairo et co l . 1 S . 
utilizando método de imunodifusão radial e Spina-França e Kleine 2 4 com o 
método da imunonefelometria demonstraram o aumento da concentração de IgG, 
IgM, e IgA em amostras de LCR de pacientes com neurocisticercose. O teste 
imunoenzimático "ELISA" (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) pela alta 
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade vem sendo aplicado ao diagnós­
tico da cisticercose 1 3 e neurocisticercose8»10 possibilitando a quantificação da 
imunoglobulina G específica. 

No presente trabalho foram pesquisados anticorpos IgM anti-C. cellulosce 

em amostras de LCR, pelo teste imunoenzimático com o propósito de no futuro 
investigar seu significado como índice de doença em atividade. Foram com­
parados os níveis de anticorpos IgM e IgG detectados pelos testes imunoenzimá-
ticos específicos. Paralelamente, compararam-se os resultados dos testes ELISA 
com os de hemaglutinação, imunofluorescência e fixação do complemento para 
neurocisticercose. 
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MATERIAL, B MÉTODOS 

Antígeno glicoproteico de Cysticercus cellulosae — Cisticercos foram obtidos a partir 
de músculo esquelético de suinos com infecção natural maciça. Os parasitas, separados 
por dissecção, resultaram em cisticercos íntegros que após 4 lavagens em solução salina 
(NaCl 0,15M) foram congelados em nitrogênio líquido e conservados a —70°C. Prepa­
rou-se o extrato glicoproteico de C. cellulosae segundo metodologia semelhante à descrita 
por Nash e col. 22. Adicionaram-se a 50 cisticercos, 10 ml de NaOH 0,2N. Após trituração 
por 10 minutos em homogeneizador elétrico Sorvall, seguiu-se tratamento com ultrassom 
por dois minutos em banho de gelo. O produto sonicado foi mantido sob agitação lenta 
por duas horas à temperatura ambiente. Centrifugou-se por 20 minutos a 8.500g e após 
desprezar o sedimento, adicionaram-se ao sobrenadante três volumes de etanol 99% 
gelado. A mistura foi deixada a 4»C por 24 horas. Após neva centrifugação e lavagens 
com etanol gelado, foram adicionados ao sedimento 10ml de água destilada e igual 
volume de ácido tricloroacético a 15%. Após 18 horas a 4oC o precipitado formado foi 
removido por centrifugação a 8.500g por 20 minutos sendo o sobrenadante cuidadosamente 
neutralizado com solução de NaOH, de inicio a 3N e depois a 0,2N e dialisado contra 
água destilada por 24 horas. Precipitados eventuais foram retirades por centrifugação 
e o material dosado pelos métodos de Antrona 19 e Lowry 15. O material foi então 
distribuído em alíquotas de lml e conservado a —70°C. Líquido cefálorraqueano — 
Foram estudados 41 amostras de LCR: 26 de pacientes com neurocisticercose; 5 de 
pacientes com neurossífilis; 10 de pessoas aparentemente normais e que não apresen­
tavam qualquer tipo de alteração no exame do LCR. As amostras do LCR foram 
centrifugadas a 2.500g e separadas em alíquotas de lml, sendo armazenados a —20oC. 
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. Purif icou-se o antissoro 
obtido segundo técnica descrita por Avrameas e Ternynck 2. O antissoro específico para 
cadeias ^ foi então marcado com peroxidase (Horseradish peroxidase, Tipo VI, Sigma 
Chemical Co. USA) pela técnica de Wilson e Nakane 25. O conjugado obtido foi titulado 
em presença de LCR reativo e não reativo para neurocisticercose. Considerou-se o 
titulo como a diluição (de razão 2) anterior à maior diluição ainda capaz de fornecer 
reatividade máxima para a amostra reagente e ausência da reação inespecifica para 
a amostra não reagente. Teste imunoenzimático ELISA-IgM — Empregaram-se placas 
de polivinil (Plásticos Ampla, São Paulo, Brasil) como suporte à absorção do antígeno 
glicoproteico. As placas foram sensibilizadas a 4<>C durante 18 horas com 0,2ml de 
solução de antígeno na concentração de 20^g/ml, em tampão carbonato-bicarbonato 0,03 
M pH 9,6. Pará controle, sensibilizou-se a placa somente com o tampão de diluição. 
Após esse período e lavagens em PBS-Tween 20 a 0,05% foram adicionadas 0,2ml das 
amostras de LCR não diluídas e diluídas na razão 2 e incubou-se por 45 minutos a 37<>C. 
Após lavagens das placas com PBS-Tween, adicionou-se o conjugado no título de 1/800 
e incubou-se por 45 minutos a 37oC. Após novas lavagens a reação foi revelada pela 
adição de 0,2ml de substrato constituído de l,47mM de H O e 5,23mM de ácido 5-amino-
-salicilico e após uma hora a temperatura ambiente procedeu-se à leitura. Esta se fazia 
por inspeção visual direta das placas, em comparação com LCR padrão, positivo e nega­
tivo paralelamente ensaiados. Tomava-se como título a maior diluição de LCR forne-



cendo coloração. No LCR negativo observava-se total ausência de co'oração em qualquer 
das diluições, enquanto que muito visível e de grande intensidade nas baixas diluições 
dos LCR reagente. Tratamento dos LCR com 2-mercaptoetanol — Procedeu-se ao 
tratamento dos LCR positivos com 2-mercaptoetanol (2ME) para verificação da especifi­
cidade do teste quanto a detecção da imunoglobulina M. Adicionou-s« a 0,2ml de LCR, 
0,4ml de 2ME para solução final de 0,07M. Obteve-se LCR na diluição inicial de 1/3 
e diluições seriadas na razão 2. Após uma hora a 37<>C em banho maria as amostras 
foram analisadas pelo teste ELISA-IgM. Teste imunoenzimático ELISA-IgG — Proce­
deu-se a analise dos LCR pelo teste imunoenzimático ELISA-IgG, segundo Costa e col. 9, 
utilizando-se como antigeno o extrato salino total de C. cellulosae. Outros testes — 
Realizou-se a reação de fixação de complemento pela técnica de Koimer e col. 12 com 
antigeno metílico de C. cellulosae (Lio-Serum, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil). Para 
reação de imunofluorescência indireta utilizaram-se como antigeno cortes de 4 micra de 
cisticercos incluídos em Tissue Teck O.C.T. (Ames Co. Miles Laboratory, Indiana, 
USA) e como conjugado antiglobulina humana marcada com isotiocianato de fluoresceína 
pela técnica de Clark e Shepard 7. A reação de hemaglutinação com hemácias sensibi­
lizadas com líquido de vesicula de cisticercos foi realizada como descrito por Camargo 
e col. 6 . 



RESULTADOS 
Determinação da concentração de polissacdrides e proteínas do extrato antigênico 

— O extrato glicoproteico de C. cellulosae apresentou 640 ^g/ml de polissacárides e 216 
^g/ml de proteínas. Testes imunoenzimáticos ELISA — Na tabela 1 são apresentados 
os resultados obtidos nos testes ELISA-IgM e ELISA-IgG para todas as amostras estu-



dadas. Os níveis de anticorpos IgM e IgG anti-C. cellulosae nas 26 amostras de LCR 
com neurocisticercose estão 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 não tratadas, pelo 2ME, observando-se negativaçâo das reações para 
todos os LCR tratados. Comparação dos testes imunoeneimáticos com outros testes 
— Os LCR foram submetidos simultaneamente a reação de hemaglutinação, imuno-
fluorescência e fixação do complemento para neurociscicercose. Na tabela 2 são indi­
cados os resultados nas 26 amostras de LCR com neurocisticercose distribuídas segundo 
títulos nos respectivos testes. Os 5 LCR de pacientes com neurofcsífilis e os 10 de 
pessoas aparentemente normais foram negativos para todos os testes imunológicos. 

COMENTÁRIOS 

A elevada freqüência de positividade que observamos para o teste ELISA-
-IgM na neurocisticercose (46% de 26 casos) acentua a importância do estudo 
dos anticorpos IgM anti-cisticercos quanto ao seu significado para diagnóstico 
e acompanhamento terapêutico dessa parasitose. A alta sensibilidade do teste 
ELISA capaz de detectar baixos níveis de anticorpos circulantes permite a 
utilização de LCR sem concentrá-lo. A especificidade do teste foi comprovada 
pelas 12 amostras de LCR positivas que após tratamento com 2ME não mais 
reagiram no teste ELISA-IgM. 

Os títulos 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 níveis de anticorpos 
IgM maiores que IgG. Observamos que no caso 17 pela reação de fixação do 
complemento e imunofluorescência as amostras eram negativas e com baixo 
título para hemaglutinação e ELISA-IgG. O caso 22 apresentou todas as rea­
ções positivas, mas os níveis de IgM eram maiores que os de IgG. A tabela 2 
permite observar que nem sempre os testes de fixação do complemento e imuno­
fluorescência, que são clássicos para diagnóstico pelo LCR da neurocisticercose, 
apresentaram-se positivos salientando-se a importância de técnicas mais sensí­
veis e práticas como os testes imunoenzimáticos para a determinação dos níveis 
de anticorpos circulantes no LCR, como referido por Costa e col. 9 . 

RESUMO 

Demonstrou-se a presença de anticorpos da classe IgM anti-C. cellulosae 
em amostras de LCR de pacientes com neurocisticercose, pelo teste imunoenzi¬ 
mático ELISA. Este foi realizado em placas plásticas sensibilizadas com uma 
fração glicoproteica de cisticercos. Das 41 amostras de LCR estudadas, 26 
pertenciam a pacientes com neurocisticercose, 5 a pacientes com neurossífilis e 
10 a pessoas aparentemente normais. Nas 5 amostras de LCR de pacientes 
com neurossífilis 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 títulos que variaram de 4 



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 
níveis de anticorpos IgM e IgG anti-C. cellulosae detectados pelos respectivos 
testes imunoenzimáticos para todas as amostras estudadas e observou-se que, 
dos 12 LCR de pacientes com neurocisticercose reagentes pelos dois testes, 
dois apresentaram níveis de IgM mais elevados que de IgG. Paralelamente 
compararam-se os resultados dos testes ELISA com as reações de fixação do 
complemento, imunofluorescência e hemaglutinação para neurocisticercose. 

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 were 
compared to those found through complement fixation, immunofluorescence and 
hemagglutination tests for the diagnosis of neurocysticercosis. 
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