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TR resumo

Neurocisticercose A neurocisticercose é causada por Cysticercus cellulose, aforma larval de Taenia solium, quando este se aloja
no sistema nervoso central. O seu diagndstico é realizado com base em dados clinicos, epidemiolégicos,
demonstracdo do agente etioldgico pelas técnicas de imagem e testes laboratoriais. No presente estudo,
Cysticercus cellulosae | 5 resentamos uma revisdo do diagnéstico laboratorial, com énfase no desempenho dos testes para
Diagnéstico laboratorial | pesquisa de anticorpos especificos e deteccéo de antigenos circulantes, utilizagéo de antigeno homélogo
ou heterélogo, nativo e recombinante, bem como a aplicacdo de métodos moleculares.
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abstract ST

Neurocysticercosis is caused by Cysticercus cellulosae, the larval form of Taenia solium, when it lodges in | Neurocysticercosis
the central nervous system. The diagnosis of neurocysticercosis is based on clinical and epidemiological data,
neuroimaging findings of etiological agent and serologic test results. Herein we present a review of clinical
diagnosis, emphasizing test performance for specific antibody and antigen detection, the use of homologous
or heterologous antigen, native and recombinant antigens as well as the application of molecular methods. | 1aporatorial diagnostic
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Introducao

A cisticercose humana representa importante problema
de satide publica em éreas carentes de condicdes sanitérias
e de politicas de satde publica, bem como em paises de-
senvolvidos que recebem imigrantes de regides de elevada
prevaléncia de teniase.

O ciclo biolégico do complexo tenfase-cisticercose
envolve o ser humano como Unico hospedeiro do verme
adulto denominado Taenia solium, que, ao eliminar ovos nas
fezes, contamina o meio ambiente. No suino, ap6s ingestéo
dos ovos, 0 embrido liberado no intestino delgado atravessa
amucosa e desenvolve-se até a forma larvéria nos tecidos e
nos 6rgaos, determinando a cisticercose. A forma larvéria de
T. solium é denominada Cysticercus cellulose. Completando
o ciclo, o ser humano ao ingerir carne suina com cisticercos
vidveis desenvolve a teniase, que é a presenca de verme
adulto no intestino®”.

Essa parasitose pode ocorrer acidentalmente quando o
individuo ingere égua e alimentos contaminados com os
ovos de T. solium. Os cisticercos foram observados no globo
ocular, nos musculos e no sistema nervoso central (SNC),
sendo a neurocisticercose a forma mais grave da doenca. Fo-
ram descritos trés estégios prinicipais dos parasitas: vesicular
(vidveis), coloidal (degenerativo) e calcificado (inativo)©>.

O diagnéstico da neurocisticercose pode ser realizado
pela demonstracdo conclusiva do cisticerco: detecc¢éo
do parasita por técnicas histopatoldgicas em material de
bidpsia de uma lesdo cerebral ou medular; visualizagdo
do escélex por tomografia computadorizada (TC) ou res-
sonancia magnética (RM); e exame de fundo de olho, em
casos de cisticercose intraocular??. Na impossibilidade de
demonstracdo direta do parasita, os testes laboratoriais e
a analise em conjunto de dados clinicos e epidemiolégicos
permitem o diagndstico da doenga na maioria dos casos®®.

Os exames de imagens como TC e RM sdo ferramentas
consideradas por alguns autores como padrdo-ouro no diag-
ndstico da neurocisticercose, pois permitem a visualizacéo de
estruturas do parasito e do processo reacional do hospedei-
ro®19. A TC apresenta maior sensibilidade na deteccao de
cisticercos calcificados, enquanto a RM possui maior poder
de resolucdo, podendo evidenciar melhor o escélex e os
cisticercos de localizacdo ventricular®, Entretanto, muitos
casos escapam do diagnéstico conclusivo da infecgéo por C.
cellulosae. As técnicas de imagem, TC ou RM, néo conseguem
detectar os cisticercos alojados na cisterna basal subaracnoide
ou os parasitas em fase de degeneracao ou pré-calcificacéo.

Além disso, o elevado custo dessas tecnologias impede
que muitos paises endémicos tenham acesso a esse tipo de
diagnéstico®?. Portanto, os testes laboratoriais séo essenciais
para o diagnéstico da neurocisticercose.

Pesquisa de anticorpos especificos

Um dos primeiros testes para o diagnéstico da neurocis-
ticercose, reacao de fixacdo de complemento, foi descrita
por Weinberg, em 1909. A técnica foi realizada no soro
de trés carneiros parasitados por Cysticercus tenuicollis.
Posteriormente, em 1911, Moses utilizou a reacdo para
pesquisar anticorpos no soro e no liquor de pacientes com
C. cellulosae®. No entanto, a sua utilizacdo no diagndstico
é limitada por apresentar baixa sensibilidade (48%)®>.

A partir da década de 1960-1970, as reages de imuno-
fluorescéncia indireta (IFl) e hemaglutinacéo indireta (HA)
foram padronizadas para o diagnéstico da neurocisticer-
cose, sendo amplamente utilizadas e consideradas ainda
hoje métodos importante para o diagnéstico. A técnica de
IFI foi desenvolvida por Machado et al. (1973), utilizando
antigenos de C. cellulosae fixados a lamina®®.

Segundo Pialarissi et al., a sensibilidade e a especificida-
de foi de 97,6% e 98,9%, respectivamente, na reacdo de
IFl em amostras de liquor®®). Outros autores encontraram
sensibilidade e especificidade em torno de 80% nessas
amostras'% 279,

A reacdo de HA foi inicialmente padronizada com
hemacias humanas como suporte para o antigeno, poste-
riormente substituidas por hemécias de animais, como car-
neiro®* 89 e ganso@). A sensibilidade da reacéo foi de 81%
em amostras de liquor e 85% em amostras de soro@ 884,

As técnicas imunoenzimaticas apresentaram melhor
desempenho no diagnéstico da cisticercose quando com-
paradas com as técnicas de IFl ou HA(% %% 8 A técnica
imunoenzimética (ELISA) vem sendo descrita para a de-
teccdo de anticorpos especificos e antigenos de cisticerco
circulantes em amostras de fluidos biolégicos, incluindo
soro, liquor ou urina.

A maioria dos trabalhos publicados reporta o uso do anti-
geno homélogo C. Cellulosae, no entanto, a dificuldade para
a obtencao de antigeno adequado pelo método de extracéo
dos cisticercos, a partir de suinos naturalmente infectados,
estimulou a procura por outras fontes de antigenos. Destas,
destacam-se duas alternativas: Cysticercus longicollis, cisticerco
de T. crassiceps e Cysticercus bovis, cisticerco de T. saginata.
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T. crassiceps € um parasito de facil manutencéo expe-
rimental, sendo mantido por reproducdo assexuada em
peritonio de camundongo. A demonstracdo de reacdes
cruzadas observadas entre os antigenos de cisticercos das
espécies de Taenia sugere que os parasitas partilham epi-
topos importantes. Varios estudos descrevem a aplicacdo
desses antigenos heter6logos no diagnéstico imunolégico
da cisticercose humana®”.

Os antigenos empregados para a deteccdo de anti-
corpos especificos evoluiram de extrato antigénico bruto
para fracdes antigénicas altamente purificadas e antigenos
recombinantes, resultando no aumento da sensibilidade e
da especificidade do teste.

Antigeno homélogo

Quanto ao uso do antigeno homélogo, obtido do cis-
ticerco C. cellulosae, destacam-se extrato bruto, proteinas
de excre¢do/secrecdo, proteinas do escélex e proteinas do
fluido vesicular.

De um modo geral, o antigeno bruto e os antigenos
de secrecdo/excrecdo apresentaram menor desempenho
diagnéstico no teste imunoenzimatico para pesquisa
de anticorpos em amostras séricas. A sensibilidade
variou de 76% a 100% e a especificidade, de 88% a

1009420, 21, 44, 45, 51, 54-56, 72, 76, 94)_

As proteinas do esclex sao bastante especificas (100%) e a
sensibilidade variou de 89% a 100% %), As fracdes proteicas
purificadas por eletroelui¢do, a partir do gel de poliacrilamida,
apresentaram alta sensibilidade: 100% para o antigeno de
100 kDa e 95% para as fracdes de 26 kDa e 95 kDa®>.

O fluido vesicular também apresentou alta
sensibilidade. A maioria dos estudos detectou sensibili-
dade de 90%( 21 44 54 76,94 "exceto um, que reportou

sensibilidade de 81%9. A especificidade variou de 86% a
‘I 00%(20, 21, 44, 54, 76, 94)‘

Nos pacientes com neurocisticercose, a proteina de
53 kDa do fluido vesicular apresentou especificidade de
98%. A sensibilidade variou de acordo com a presenca
de cistos, sendo de 96% quando o paciente apresentava
dois ou mais cistos e de 76% nos pacientes com um cisto
Gnico®. As glicoproteinas de 10 a 26 kDa de fluido vesicular
foram purificadas por focalizagdo isoelétricaem pH9,2a 9,6,
apresentando sensibilidade e especificidade de 100%“%.

Poucos trabalhos reportam sobre a pesquisa de anticor-
pos especificos no liquor por ELISA, utilizando o antigeno

homélogo. Os antigenos do extrato bruto e da secrecéo/
excrecdo apresentaram sensibilidade de 64% a 92% e
especificidade de 96% a 99%® *>72, Os antigenos do es-
c6lex e do fluido vesicular apresentaram alta sensibilidade,
respectivamente, de 90% e 100%; a especificidade foi de
100% e 99%@.

De um modo geral, as fragdes antigénicas obtidas do
escolex e do fluido vesicular mostram melhores resultados
na deteccdo de anticorpos especificos em amostras de soro
ou liquor.

Atualmente, o Enzyme-Linked Immunoelectrotransfer-
blot (EITB) é considerado um dos testes imunolégicos mais
confidveis para o diagndstico da cisticercose e da neurocis-
ticercose. O teste é preparado com antigenos (fracdes de
glicoproteina) purificados por cromatografia de lentil lectina
desenvolvidos no Center for Disease Control, nos Estados
Unidos (CDC-USA). A avaliacdo inicial desse ensaio indica
sensibilidade de 98% e especificidade de 100% em amostras
de soro e liquor®. Outros estudos reportam variacdo na
sensibilidade de 86% a 100% no soro e de 81% a 100% no
liquor, enquanto a variacdo da especificidade foi de 93% a
100% em ambos os tipos de amostras®* 789,

O EITB tem ajudado na identificagdo de fragbes anti-
génicas para a deteccdo de anticorpos anti-C. cellulosae. A
fragdes menores que 25 kDa, mais especificamente as de 18,
14 e 13 kDa, séo consideradas fragdes especificas, podendo
ser usadas para deteccao de anticorpos no soro e no liquor
de pacientes com neurocisticercose®* %7882 _Porém, a uti-
lizacdo desse teste em pacientes com neurocisticercose na
forma inativa pode apresentar baixa sensibilidade devido a
ndo reatividade aos peptidios 13 kDa e 14 kDa, marcadores
considerados especificos de C. cellulosae?®.

Antigeno heterdlogo

Um dos primeiros estudos do antigeno alternativo de
T. crassiceps foi realizado na Alemanha e publicado em 1989.
Os autores purificaram o fluido vesicular de T. crassiceps
por cromatografia de afinidade, utilizando soro de coelho
imunizado com T. solium. A fracdo purificada apresentou
nove antigenos de reatividade cruzada com T. solium, cujo
peso molecular predominante foi de 22, 25, 32 e 45 kDa.
Nas técnicas como ELISA para deteccédo de anticorpos em
amostras séricas de pacientes com diagnéstico confirmado de
neurocisticercose, a sensibilidade foi comparéavel com o anti-
geno homélogo (fluido vesicular de T. solium), indicando o
potencial de aplicacéo do antigeno heterélogo purificado®®.
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No Brasil, a partir da década de 1990, Vaz et al. foram
os pioneiros que realizaram amplos estudos com o antigeno
alternativo de T. crassiceps. Inicialmente, analisaram-se diferen-
tes fracbes antigénicas de T. crassiceps, incluindo a membrana
e o fluido vesicular, em comparacdo com o antigeno homé-
logo, os quais foram analisados em diferentes técnicas, como
HA®), Dot-blot, ELISA e Imunoblot(% 13 2553, 85 8) posterior-
mente, foi utilizado o antigeno do fluido vesicular ¥
identificando-se o potencial diagndstico das fracdes de
baixo peso molecular, 14 e 18 kDa?, para os quais foram
produzidos anticorpos monoclonais® 29, O antigeno gli-
coproteina de 14 kDa (GP14) purificado por cromatografia
de afinidade foi caracterizado e aplicado no sorodiagnéstico
da neurocisticercose(* ¢,

No estudo comparativo de antigeno homélogo e he-
terélogo, os resultados descritos sdo diversos. Bueno et al.
reportam maior sensibilidade para o antigeno heterdlogo,
tanto para amostras de soro como para amostras de li-
quor. A especificidade foi equivalente para os dois tipos de
antigenos. Outro estudo, de Barcelos et al., encontrou
maior sensibilidade e especificidade para o extrato antigé-
nico homélogo®. O teste de ELISA, empregando o fluido
vesicular, apresentou desempenho diagnéstico similar para
os dois tipos de antigenos, homélogo e heterélogo, com
sensibilidade de 91% e especificidade de 95% a 97%® &0,

As principais fracdes antigénicas do cisticerco de T.
crassiceps apresentam peso molecular de 13 a 19 kDa('* 7",
As fragOes antigénicas de 18 e 14 kDa purificadas por cro-
matografia de afinidade mostraram no ELISA sensibilidade
de 100% e especificidade de 99%@?9. Em outro estudo, a
fracdo GP14 de T. crassiceps apresentou sensibilidade de
95% e especificidade de 99% na reacdo de Western Blot
(WB)®©3. Os peptideos da GP14 de T. crassiceps apresentam
homologia parcial com os peptideos do cisticerco de T.
solium®. O cisticerco de T. saginata também vem sendo
explorado como fonte de antigeno para uso diagnéstico
da cisticercose humana.

O grupo de Costa-Cruz da Universidade Federal de
Uberlandia em Minas Gerais vem realizando estudos com
extrato salino e fracdes antigénicas de metacestodio de T.
saginata em testes imunoenzimaticos para deteccao de
anticorpos especificos em amostras de soro e liquor de
pacientes com neurocisticercose. Os autores observaram
que os marcadores imunodominantes se encontram na
fracdo hidrofébica, quando utilizado o detergente Triton-
-X114 na extracao®. Na purificacao do extrato salino por
cromatografia de afinidade com jacalina ou concanavalina
A, foi detectada melhor reatividade antigénica na fracdo

nao ligada as lectinas®® 9. Nas amostras de liquor, a fracdo
ndo ligada a jacalina apresentou sensibilidade de 92% e
especificidade de 100%©®, enquanto nas amostras de soro,
as fracdes purificadas apresentaram sensibilidade de 90%
a 95% e especificidade de 83% a 93%®> 0. A andlise das
proteinas ndo ligadas a concanavalina A por WB revelou
que as fracdes 64 a 68 kDa apresentam sensibilidade e
especificidade de 100%.

Antigeno recombinante e sintético

Os antigenos recombinantes descritos foram produzidos
em Escherichia coli ou em células eucaridticas, neste caso
empregando o sistema baculovirus. O sistema E. coli é de
facil manipulagdo e geralmente fornece alto rendimento a
baixo custo, porém produz a proteina sem glicosilagéo. Por
outro lado, o sistema de expressdo em células eucaridticas
possibilita a sintese de moléculas proteicas mais complexas
que requerem modificacdes pés-traducionais, incluindo
a glicosilacdo, e varios antigenos nativos estudados sdo
glicoproteinas.

Ferrer et al. clonaram o gene que codifica para a pro-
teina de adesdo da oncosfera de T. saginata de 18 kDa
e produziram os antigenos recombinantes nos sistemas
baculovirus (HP6-bac) e E. coli, esta em fusdo com gluta-
tiona S-transferase (GST) (HP6-GST). Ambos os antigenos
apresentaram baixa sensibilidade. Esta, no antigeno HP6-
-GST, foi de 81% no soro e 73% no liquor, enquanto para o
antigeno HP6-bac a sensibilidade foi de 77% nos dois tipos
de amostras?®. Quanto aos antigenos recombinantes de T.
solium descritos, destacam-se os antigenos recombinantes
de 8 kDa, Ts8B? 28, 10 kDa'®, 14 kDa, TS146637.77) 24
KDa, TS24¢%, TS24H e dominio hidrofilico extracelular do
TS2449, além da gliporoteina de 50 kDa e GP50¢®.

O antigeno recombinante de 10 kDa foi produzido em
E. coli e analisado pela técnica de WB com 190 amostras
séricas de pacientes com neurocisticercose e 180 amostras
controle, incluindo soros de individuos sadios e de pacien-
tes com outras parasitoses. A sensibilidade foi de 97% e a
especificidade de 98%'®. Posteriormente, esse antigeno foi
produzido em sistema baculovirus e utilizado no ELISA para
andlise de soro e liquor de 45 casos de neurocisticercose;
a sensibilidade e a especificidade foram, respectivamente,
de 94% e 96%“".

O grupo de Tsang em Atlanta, Estados Unidos, clonou
e produziu os antigenos recombinantes 724, T24H e GP50,
todos no sistema baculovirus. O desempenho diagnéstico
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foi avaliado em amostras séricas ou de liquor de pacientes
com neurocisticercose. O antigeno recombinante GP50
apresentou sensibilidade entre 90% a 99% e especificidade
entre 94% a 100% em amostras de soro('>38 49, Na analise
de 64 amostras de liquor, o antigeno GP50 apresentou
sensibilidade e especificidade de 100%%. O antigeno
T24 apresentou sensibilidade de 94% e especificidade de
98% ©, enquanto o antigeno T24H mostrou sensibilidade
variando de 94% a 97% e especificidade de 99%0 4148,

O antigeno TS14 foi clonado e, apés, sintetizado
(sTS14), apresentando resultado promissor na analise de
amostra de soro de pacientes com cisticercose®®. O anti-
geno recombinante em fusdo com histidina (His-TS14) foi
produzido em E. coli e analisado por ELISA com amostras de
soro e liquor de pacientes com neurocisticercose e amostras
controle. Na amostra sérica, a sensibilidade foi de 97% e
nenhuma reatividade foi observada nas amostras do grupo
controle ou de pacientes com outras parasitoses, como do-
enca de Chagas ou esquistossomose. Tanto a sensibilidade
quanto a especificidade foi de 100% na analise de liquor??.

O antigeno Ts8B foi produzido no sistema baculovirus,
também em fusdo com GST (GST-Ts8B) e expresso em E.
coli. Na anélise de amostras de liquor e de soro de pacientes
com neurocisticercose ativa por ELISA ambos os antigenos
apresentaram sensibilidade de 97%, enquanto a especifi-
cidade foi de 95% para Ts8B e de 93% para GST-Ts8B. O
desempenho diagnéstico similar dos antigenos, produzidos
em E. coli ou células eucariéticas, sugere que o epitopo imu-
nodominante do Ts8B seja predominantemente proteico@®.
Esses resultados indicam a GP50 e o TS14 como potenciais
marcadores para pesquisa de anticorpos especificos em
liquor no diagnéstico laboratorial da neurocisticercose.

Em relacdo aos antigenos sintéticos, alguns da familia
de proteinas de 8 kDa foram sintetizados, incluindo TS14,
TS18, TSRST, TSRS2 e algumas variantes®” 7. O antigeno
sintético sTSR1 apresentou sensibilidade e especificidade de
100% na analise de 34 soros de pacientes com cisticercose
e 49 soros controles por ELISA®”. O antigeno sTS18varl
foi analisado em amostras de soro e liquor de pacientes
com neurocisticercose, apresentando sensibilidade de
90% em ambos os tipos de amostras e especificidade
de 90% e 98%, respectivamente, no soro e no liquor'). Esse
antigeno foi empregado no test Quick ELISA para andlise
de amostras séricas, apresentando sensibilidade de 94% e
especificidade de 96%“®.

Scheel et al. analisaram o desempenho diagnéstico de
quatro antigenos sintéticos: sTS14, sTS18var1, sTSRS1 e

sTSRS2var1. Todos os quatro apresentaram baixa sensibili-
dade no ELISA, enquanto no WB o desempenho foi similar
ao teste de referéncia EITB7®. A diferenca observada nos
resultados pode ser decorrente da aderéncia dessas molé-
culas no suporte sélido e da disposicdo do epitopo para
interacdo com o anticorpo especifico, pois as proteinas
sintéticas sdo de tamanho pequeno e ndo apresentam a
estrutura da proteina nativa. De modo geral, o desempenho
dos antigenos recombinantes parece ser mais promissor
que os antigenos sintéticos, além do menor custo para a
sua produgdo.

Deteccao de antigeno circulante

A deteccao de antigeno circulante em diferentes amos-
tras bioldgicas (liquor, soro ou urina) tem sido avaliada
como potencial marcador para o diagnéstico da doenca
ativa e para o monitoramento do tratamento da neurocisti-
cercose. Na maioria da literatura estudada, a determinacdo
de antigeno em amostra bioldgica foi realizada por ELISA,
sendo empregado anticorpo policlonal desenvolvido para
antigenos de fluido vesicular do cisticerco de T. crassiceps®?
ou anticorpo monoclonal desenvolvido para antigenos
de secrecédo/excrecdo e de superficie do cisticerco de
T. Saginat (11,17,29-31, 70)_

Os niveis elevados de antigenos detectados por ELISA
foram proporcionais ao nimero de cisticercos viaveis e a
presenca de cisticercos degenerados e/ou calcificados estava
relacionada com niveis baixos de antigenos circulantes.
A sensibilidade é menor nos casos de infeccdo por cisto
Gnico®% 70,

Alocalizagéo do cisticerco é outro fator determinante na
positividade do teste para pesquisa de antigeno. Quando
a localizacdo do cisto é subaracnoide, na base do cérebro,
ou ventricular, observa-se alto indice de deteccdo de an-
tigeno no liquor ou no soro. Por outro lado, os antigenos
nao foram detectados quando o cisto estava localizado no
parénquima ou nos sulcos do espaco subaracnoidal! 259,

Pardini et al. detectaram antigenos em liquor de
pacientes com neurocisticercose por ELISA empregando
anticorpo policlonal desenvolvido para antigenos de baixo
peso molecular (menor que 30 kDa) de fluido vesicular do
cisticerco de T. crassiceps. O teste apresentou sensibilidade
de 95,8% e especificidade de 100%®". Outros estudos que
aplicaram essa técnica reportaram a deteccéo de antigeno
em 47% a 57% dos pacientes com neucisticercose( 2. Os
autores consideraram que a baixa sensibilidade pode estar
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relacionada com a localizacéo dos cisticercos, pois na maio-
ria dos pacientes o parasita estava localizado no parénquima
cerebral em dreas hemisféricas superficiais, sem contato com
o liquor@. Nos estudos realizados com anticorpo monoclo-
nal, a sensibilidade foi de 85% a 86% e a especificidade de
92% a 100%, em amostras séricas®:3D. No liquor, de modo
geral, a sensibilidade variou entre 86% a 91%(" 23059 e 3
especificidade foi de 100%¢%. O antigeno foi detectado
em 100% das amostras de liquor de pacientes com o cisto
vidvel localizado na regido subaracnoide ou ventricular e
também nos casos com dois ou mais cistos®® 7%, A sensi-
bilidade foi menor em pacientes que apresentavam cistos
vidveis intraparénquima, 60% no soro e 73% no liquor?®.

A detec¢do de antigeno, tanto em soro como no liquor,
possibilita a discriminagdo entre a neurocisticercose ativa e
inativa. Nos pacientes com cistos calcificados, o antigeno
foi detectado em 14,3% das amostras de soro e em 22,6%
a 28,6% de liquor®* 7. A pesquisa de antigeno na urina
de pacientes com neurocisticercose realizada por ELISA em-
pregando anticorpo monoclonal apresentou sensibilidade
de 92% para os casos com parasitas vidveis e de 62,5% nos
pacientes com um Unico cisto. O antigeno foi detectado
na urina de 17% dos pacientes com cisto calcificado. Na
analise de amostras pareadas de 19 individuos, observou-se
uma forte correlagdo entre os niveis de antigenos no soro
e na urina”.

A deteccdo de antigenos por ELISA empregando an-
ticorpo monoclonal vem sendo avaliada também como
marcador para monitoramento terapéutico. Os resultados
mostram excelente correlacdo entre a presenca de antige-
no circulante no soro e a de cistos vidveis no cérebro. Nos
pacientes curados, foi observado negativacdo ou redugado
significante nos niveis de antigenos circulantes em até trés
meses apds o tratamento efetivo. Os resultados indicam que
a deteccéo de antigenos no soro pode ser uma ferramenta
de grande utilidade para o monitoramento da doenca, apds
a terapia antiparasitaria, de pacientes com formas graves
de neurocisticercose(!! 2% 30.57),

A deteccdo de antigenos é um forte indicador de neu-
rocisticercose ativa, inflamatéria e com mudiltiplos cistos,
podendo ser de particular valor na avaliacdo de pacientes
sintomaticos, bem como no monitoramento do tratamento.

Teste rapido

Foram descritos testes rapidos e de facil execucdo para
pesquisa de anticorpos especificos. O teste de aglutinacéo

em latex aplicado na andlise de liquor apresentou sen-
sibilidade de 89,5% e especificidade de 75%®. O teste
imunocromatografico magnético empregando o antigeno
recombinante rT24H foi desenvolvido para deteccdo de
anticorpos especificos para o diagnéstico da neurocisticer-
cose. A sensibilidade do teste foi de 93,9% na andlise de
amostras séricas de pacientes com dois ou mais cistos vidveis
no cérebro e a especificidade foi de 98,9%“?.

Técnicas moleculares

Os genes alvos mais explorados na reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) para o diagnéstico da teniase e da
cisticercose humana sdo gene cox1 do acido desoxirribo-
nucleico (DNA) mitocondrial (subunidade 1 do citocromo ¢
oxidase e citocromo b)®%°092; gene Tso31 que codifica para
a proteina especifica Tso31 da oncosfera de T. solium®?; e
gene pTsol9, elemento altamente repetitivo do genoma
de T. soliumt 343,

A PCR multiplex para amplificacdo dos genes do citocro-
mo c e b possibilitou o diagnéstico diferencial de T. saginata,
T. asidtica e T. solium gendtipo asiatico e gendtipo americano-
-africano, quando aplicada em amostras de fezes de pacientes
com teniase®® D). Nas amostras de biépsia, com resultado
inconclusivo nos exames histopatoldgicos, a sequéncia de
nucleotideos do gene amplificado por PCR identificou o
agente etiolégico como T. solium gendtipo asiatico® *-92),
Em outro estudo, a PCR foi utilizada na identificacdo de cis-
ticercos (tipos racemoso e celulose) em material de bidpsia
de pacientes com neurocisticercose. Inicialmente, o gene
da regido ITS1 ribossémico foi amplificado e sequenciado;
posteriormente, o DNA mitocondrial cox1 foi amplificado
na PCR confirmatdria“?. A nested-PCR-Tso31 apresentou
sensibilidade de 97% a 100% e especificidade de 100% em
amostras de fezes de pacientes de drea endémica®?.

Quanto a aplicacdo da PCR no diagndstico da neuro-
cisticercose, trés trabalhos se destacam e todos reportam a
amplificacdo do gene pTsol9®* 34?3, No primeiro trabalho,
desenvolvido no Brasil por Almeida et al., o resultado da PCR
foi positivo em 96,7% (29/30) das amostras de liquor, desta-
cando a sua importancia como um método adicional para o
diagnéstico da neurocisticercose. Porém, a PCR foi negativa
em um paciente previamente diagnosticado com neurocis-
ticercose por RM pela presenca de anticorpo no liquor. Este
individuo apresentava C. racemosus, intensa reagdo meningea
e multiplos cistos calcificados no parénquima®. Outro estudo
reportou a sensibilidade de 90% a 100%, dependendo do
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estagio da doenca e da localizagdo do cisto. A especificidade
foi variavel, 80% para controles de procedéncia mexicana e
100% para controles de procedéncia francesa. No entanto,
a aplicabilidade dessa técnica em amostras de liquor para
monitoramento pds-tratamento precisa ser avaliada, pois
detecta o parasita independente da sua viabilidade®?.

Recentemente, a PCR em tempo real, TagMan, foi
desenvolvida para o diagnéstico confirmatério de neuro-
cisticercose e monitoramento apds o tratamento. O teste
apresentou especificidade de 100% e, na analise do liquor
em nove pacientes com diagndstico de neurocisticercose,
o resultado foi positivo em sete pacientes (83,3%). O DNA
do parasita foi detectado no liquor de alguns individuos
vérios meses depois do tratamento. Os sintomas também
foram persistentes nesses pacientes, sugerindo que as
larvas podem ndo ter sido totalmente eliminadas pela
terapéutica®.

Os estudos mostram que o gene pTsol9 é um impor-
tante marcador para a deteccdo de DNA de T. solium no
liquor de pacientes com neurocisticose. Contudo, novos
genes alvos poderao ser explorados quanto ao seu potencial
no diagnéstico molecular da neurocisticercose e o Projeto
Genoma da Taenia solium em andamento no México® é
uma perspectiva nessa direcdo.

Novas abordagens

Entre as novas abordagens citadas na literatura,
destacam-se analise do transcriptoma do cisticerco de T.
solium, selecdo de clones a partir de bibliotecas de display
de peptideos e estudo do proteoma do cisticerco para
identificacéo de potenciais antigenos.

A andlise do transcriptoma do cisticerco de T. solium foi
realizada pela técnica de Open Reading Frames Expressed
Sequence Tags (ORESTES), que identifica a sequéncia a
partir da regido central dos genes. Foram sequenciados
2.857 nucleotideos e anotadas 191 sequéncias codifica-
doras, cujas funcdes estao relacionadas com processos
bioldgicos, fungdes moleculares e componentes estruturais.
Destes, 51 ORESTES apresentaram similaridade com anti-
genos conhecidos, incluindo um gene que codifica para o
antigeno de superficie TEG-Tsol, um potencial candidato
para desenvolvimento de imunodiagndstico e vacinas®.

No estudo de selecdo de peptideo imunogénico a
partir de biblioteca randémica de display de peptideos, foi
selecionado um clone (NC-4-1) cujo peptideo apresentou

sensibilidade de 100% e especificidade de 94,5% com soros
de pacientes com neurocisticercose®®. Recentemente, a
abordagem protedmica vem sendo explorada na identifi-
cacdo de novos marcadores com aplicacdo no imunodiag-
nostico. A separacdo das proteinas em gel bidimensional
(2D) e a realizagdo do WB com anticorpos de pacientes com
diagndstico de neurocisticercose possibilita a identificacdo
dos antigenos (spots) reagentes. Os spots de interesse iso-
lados a partir do gel 2D séo identificados e sequenciados
por espectrometria de massa. Uma vez sequenciado, esse
antigeno poderd ser expresso como proteina recombinante
para aplicacdo nos testes diagndsticos.

O estudo de proteinas sollveis do extrato bruto de
cisticerco de T. solium por WB 2D e andlise por espectro-
metria de massa identificou um novo antigeno de 27 kDa,
o Tsol-2773. Este, recombinante, foi utilizado no teste de
Imunoblot para analise de amostras de pacientes com epi-
lepsia e suspeita de neurocisticercose, com sensibilidade de
86,7% e especificidade de 97,8%.

Consideracoes finais

A deteccdo ou a demonstracdo do agente etioldgico
pelas técnicas de imagem ¢é definitiva no diagndstico da
neurocisticercose. Entretanto, em muitos casos, os testes
laboratoriais ainda sdo de fundamental importancia como
método complementar do diagnéstico.

Trabalhos recentes mostram que os potenciais mar-
cadores antigénicos apresentam baixo peso molecular,
menor que 50 kDa®* .82 e os antigenos recombinantes
parecem ser promissores'> 27:3%4%.7) Aparentemente, existe
uma associacdo entre neurocisticercose ativa e presenca de
anticorpos contra fragdes antigénicas de peso molecular
menor que 50 kDa®>. Quanto a pesquisa de antigeno de
cisticerco no liquor, os trabalhos mostram sensibilidade de
91% a 95%@ D e demonstram maior correlagdo com as
formas viaveis e a localizacdo do cisticerco, subaracnoide
e intraventricular® 79, As técnicas moleculares também
apresentam resultados promissores® 59,

Todavia, nenhum desses testes estd disponivel co-
mercialmente. N&do existe no mercado um kit comercial
padronizado para a deteccdo de antigeno do cisticerco
em amostras de liquor ou para o diagndstico molecular da
neurocisticercose.

Atualmente, no Brasil, apenas dois kits de ELISA para o
diagnéstico de cisticercose foram aprovados e estdo com
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o registro em validade na ANVISA?): um de procedéncia
nacional para deteccdo de anticorpos imunoglobulina da
classe G (IgG) anticisticerco em amostras de liquor e outro
de fabricacdo alema, para deteccdo de anticorpos IgG anti
T. solium e cisticerco em amostras de soro, este tltimo com
sensibilidade de 100% e especificidade de 93%, sequndo
o fabricante.

Neste contexto, os estudos futuros poderao ser direcio-
nados para o desenvolvimento de testes aplicaveis, tanto em
amostras de liquor como de soro, considerando as sequintes
caracteristicas: (i) apresentar sensibilidade e especificidade
proximo de 100%,; (ii) ter um marcador diferencial para
cisticercose ativa e calcificada; além de (i) marcador para
monitoramento de tratamento.

Os antigenos de baixo peso molecular apresentam
potencial para utilizacdo nos testes imunolégicos, além

disso, novos marcadores antigénicos poderdo ser explo-
rados, bem como novos genes alvos para a aplicacdo nas
técnicas moleculares.

A abordagem proteémica é promissora para a identifi-
cacdo de novos marcadores e podera ser direcionada para a
identificacdo de proteinas especificas do escélex de T. solium
e do fluido vesicular do cisticerco homélogo ou heterélogo,
uma vez que as proteinas parcialmente purificadas dessas
fontes de antigeno tém apresentado melhor desempenho
no imunodiagnéstico da neurocisticercose.
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