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TN resumo

Neurocisticercose Introducdo: O diagnéstico da neurocisticercose (NCC) deve ser feito pela associagdo de técnicas

Imunodiagnéstico de imagem com métodos imunoldgicos sensiveis e especificos. Objetivos: Avaliar os métodos Elisa

At e Western blot (Wb), utilizando-se como antigeno extrato bruto salino da larva da Taenia solium,
ntigeno

o Cysticercus cellulosae e Wb, empregando-se como antigeno cisticercos da Taenia crassiceps em
amostras de soro, para o diagnéstico da NCC. Materiais e métodos: Foram avaliadas amostras de
soro de 43 pacientes com diagndstico de NCC: 21 por clinica, tomografia computadorizada de
cranio (TC) e presenca de anticorpos anticisticerco no liquido cefalorraquiano (LCR); 22 por
clinica e TC e 229 pacientes com diferentes parasitoses. Para as analises desses materiais
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biolégicos foram empregados os métodos Elisa, usando-se como antigeno C. cellulosae, e Wb,
usando-se como antigeno C. cellulosae e Cysticercus longicollis. Resultados: O método Elisa
utilizando C. cellulosae como antigeno apresentou especificidade de 95% e sensibilidade de 71%.
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O método Wb utilizando C. cellulosae ou C. longicollis como antigeno apresentou sensibilidade de
86% e especificidade de 99%. Conclusdes: Os métodos imunoldgicos no LCR sdo importantes
para a definicdo da NCC. Entretanto o método Elisa no soro ainda néo é adequado pela sua baixa
sensibilidade, mas o Wb apresentou alta especificidade e boa sensibilidade, podendo auxiliar no
diagnéstico da NCC, possibilitando sugerir a existéncia de forma transicional da doenca, néo
demonstrada pela TC.

abstract IFSF T

Background: The diagnosis of neurocysticercosis (NCC) has been made by association of neuroimaging | Neurocysticercosis
studies and use of sensitive and specific serological assays. Objectives: Evaluating Elisa and Western
blot (Wb) tests using a crude extract of Cysticercus cellulosae (Taenia solium) as antigen and a Wb
test using a glycoprotein of Cysticercus longicollis (Taenia crassiceps) as antigen for the diagnosis of

Immunodiagnosis
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NCC. Methods: Serum samples from 43 patients with NCC: 21patients presenting clinical
manifestations, cerebral computed tomography findings compatible with cerebral lesions and high
levels of anti-cysticercus antibodiies in cerebrospinal fluid (CSF); 22 patients with clinical manifestations
and cerebral computed tomography findings compatible with cerebral lesions and serum samples from
229 patients with other parasitic infections were tested by Elisa standardized with crude extract of

C. cellulosae and Wb standardized with glicoprotein of C. cellulosae and C. longicollis. Results: The
Elisa test using crude extract of C. cellulosae showed specificity of 95% and sensibility of 71%. Both
tests using glycoproteins of either C. cellulosae or C. longicollis showed specificity of 99% and
sensibility of 86%. Conclusions: The use of immunological techniques for antibodlies detection in CSF
was shown to be an important tool for NCC diagnosis. However, detection of antibodies in serum
lacked sensibility when Elisa was evaluated. The Wb assay in serum samples was sensitive and specific
and it can be helpful for the diagnosis of the transitional form of NCC frequently not

detected by cerebral computed tomography.
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Avaliagéo de testes imunoldgicos para o diagndstico da neurocisticercose

Introducéo

A neurocisticercose (NCC) é causada pela presenca
da larva da T. solium, o C. cellulosae, no sistema nervoso
central (SNC).

O diagnéstico desta doenca tem sido feito através de
técnicas de imagem, mas estas podem fornecer resulta-
dos falso-negativos (18, 26, 27). Por isso é necessaria a
associacdo de métodos imunoldgicos que apresentem altas
sensibilidade e especificidade para o diagnéstico da NCC.
Eles sdo também importantes na avaliacdo da quebra da
barreira hematencefélica e da producdo intratecal de
imunoglobulinas (11, 14, 25).

Técnicas sorolégicas com elevadas sensibilidade e
especificidade permitem o diagnéstico da cisticercose cau-
sada pela presenca de cistos em diferentes localizacdes
(29, 42), além de poderem ser utilizadas em estudos
epidemioldgicos (24, 28). Atualmente, o método mais
empregado para a deteccdo de anticorpos para C. cellulosae
é o imunoenzimatico (Elisa), tanto no soro como no LCR
(4, 7, 12, 22). Outro método imunoenzimatico que vem
sendo utilizado no diagnéstico das cisticercoses humana
e suina (35) é o Western blot (Wb). Entre os diferentes
antigenos testados, aqueles ricos em glicoproteinas, obti-
dos a partir de C. cellulosae, é que tém demonstrado mai-
or sensibilidade (23, 34-36).

Apbs a observacéo da existéncia de antigenos comuns
entre as larvas de T. solium e T. crassiceps, um cestodario
parasita de raposas, cuja forma larvéria, o C. longicollis,
tem sido encontrada em pequenos roedores e se repro-
duz por brotamento, estes cisticercos passaram a ser bas-
tante estudados como fonte de antigenos para métodos
imunoldgicos utilizados no diagndstico da NCC (3, 38-40).

A proposta deste trabalho foi avaliar dois métodos
imunoldgicos para o diagnéstico da NCC: Elisa, utilizan-
do-se como antigeno extrato bruto salino de C. cellulosae;
e Wb, empregando-se como antigeno C. longicollis.

Materiais e métodos

Casuistica

Foram analisadas amostras de soro de 21 pacientes
com achados clinicos e laboratoriais de NCC (TC e pre-
senca de anticorpos anticisticerco no LCR); 22 pacientes
com NCC diagnosticada por clinica e TC; 229 individuos
com diferentes parasitoses e 14 voluntarios (controles
negativos).
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Diagnostico laboratorial

Método imunoenzimatico Elisa para detecgéo
de anticorpos anticisticerco no soro (Elisa-Cc)

Foi padronizado em nosso laboratério um método
Elisa para determinacdo de anticorpos (IgG) para
cisticercose, com antigeno preparado de macerado de
cisticercos extraidos de carne de suino contaminada com
larvas de T. solium (extrato total salino) (37). Foram utili-
zadas placas plésticas de microtitulacdo (Nunc-Immuno
modules, Nalg Nunc International, Roskilte, Denmark). As
cavidades das placas foram recobertas com o antigeno di-
luido em tampdo carbonato (0,05M), pH 9,6, na concen-
tracdo de 5ug/ml. Apds um periodo de incubacéo de Th
a 37°C, foram efetuadas trés lavagens com PBS (Na,HPO,
0,0075M; NaH,PO,4 0,0025M; NaCl 0,15M pH 7,2) con-
tendo 0,3% de Tween 20. Soros de pacientes e de con-
troles foram diluidos a 1:100 e LCR a 1:2, em PBS conten-
do 0,3% de Tween e 5% de leite desnatado (PBS/T/LD), e
100pl das diluicdes foram adicionados a cada cavidade.
Ap6s incubacdo de 30 minutos a 37°C, as cavidades fo-
ram lavadas seis vezes; entdo, adicionaram-se 100ul de
IgG de cabra anti-lgG humana conjugada a peroxidase
(Biolab-Mérieux, Rio de Janeiro, Brasil), diluida em
PBS/T/LD, a uma concentracao de 1:10.000. A placa foi,
entdo, novamente incubada a 37°C por 30 minutos, lavada
nove vezes, sendo, a sequir, adicionados 100pl da solugédo
reveladora, preparada no momento de uso, como se se-
gue: TMB (3',3',5',5'tetrametilbenzidina) (Sigma) + DMSO
(dimetilsulféxido) (Sigma) na concentracdo de 10mg/ml
+ 20p! de uma solucdo de H,0, (perdxido de hidrogé-
nio) a 3% adicionados a 10ml de tampao citrato-fosfato
pH 5,5 (citrato 0,1M; fosfato de sédio 0,2M). A reacéo
se processou no escuro por 15 minutos, em temperatura
ambiente, adicionando-se posteriormente, a cada orifi-
cio, 100p! de H,SO, (4cido sulfdrico) TN. A leitura das
amostras foi efetuada em espectrofotdmetro para placas
de microtitulacdo (Bio-Rad, Model 3550 UV), na faixa
de 450nm.

Em todos os testes foram incluidos controles positivos
em duplicata, controles negativos em triplicata, controle
do conjugado (cavidade onde nao se adicionou soro ou
LCR) e controle da placa (cavidade onde nao se adicionou
o antigeno). Todos os soros foram mantidos a -20°C até
serem usados.

Os valores do limiar de reatividade (cut-off) para o
método Elisa com antigeno de C. cellulosae em amostras
de soro foram determinados em um ensaio de padroniza-
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¢do. Ajustou-se uma distribuicdo normal aos resultados do
Elisa de 11 amostras de soro de pacientes com NCC com-
provada (controles positivos) e de 28 amostras de soro de
individuos sauddveis (controles negativos). As médias e
desvios padrdes das densidades 6ticas (DO) obtidas para
os controles foram: 1,179 % 0,200 para os controles posi-
tivos e 0,213 + 0,154 para os controles negativos. Verifi-
cando-se que, nas condicbes dos ensaios de padroniza-
¢do, as duas curvas se cruzam com resultado igual a 0,633
(cut-off), com nivel de confianca de 99,7%, estabeleceu-se
a relacdo entre o valor do cut-off e as médias dos valores
dos controles positivos e negativos, como se segue:

Yo X
cp XSN =23
cut-off — XcN
cutoff=Xen s P TEN 4 633

!

onde X = média; CN = controles negativos; CP = controles
positivos.

Sendo S = desvio padrdo, a probabilidade de uma amos-
tra negativa apresentar um valor acima de Xcn + 2,73Sqy
€ a mesma que a de uma amostra positiva apresentar um
valor abaixo de Xcp - 2,73S¢p igual a 0,3%.

Selecionou-se um par de amostras de controles positi-
vo e negativo que atendesse a relacdo anteriormente des-
crita para fins de controle e ajuste do valor de cut-off em
cada experimento a ser realizado posteriormente. Ensaios
prévios estabeleceram as faixas de X + 3S (probabilidade
de 99,7%) para validacdo dos resultados de cada
experimento:

- controle negativo: 0,08-0,19
- controle positivo: 1,16-1,7
— cut-off. 0,55-0,85

Em cada ensaio foram incluidas amostras de um con-
trole positivo e de um controle negativo usadas no en-
saio de padronizacdo. Os resultados foram expressos em
unidade imunoenzimatica (UE) arbitrariamente definida,
a qual reflete porcentagem de reatividade das amostras-
teste em relacdo ao valor do cut-off referéncia, como se
segue:

CP-CN
2,3

cut-off referéncia = CN +

valor da amostra
UE = x 100
cut-off referéncia

Avaliagdo de testes imunoldgicos para o diagndstico da neurocisticercose

As amostras foram classificadas como positivas quan-
do os resultados eram superiores a 100 UE.

Método Western blot com antigeno de C. cellulosae
para detecgdio de anticorpos anticisticerco no soro
(Wb-Cc)

Como segundo método para detectar anticorpos IgG
anticisticerco no soro foi utilizado o conjunto comercial
Cysticercosis Western Blot Assay Kit (Immunonetics.
Cambridge, MA, EUA), segundo instrugdes do fabricante.

Método Western blot com antigeno de C. longicollis

para detec¢dio de anticorpos anticisticerco no soro

(Wb-Cl)

O método Wb com antigeno de C. longicollis foi padro-
nizado em nosso laboratério para deteccdo de anticorpos
IgG anticisticerco no soro.

Preparo do antigeno

O antigeno foi preparado a partir de C. longicollis. A
cepa ORF foi mantida em camundongos fémeas BALB/c
com idade entre oito e 12 semanas, por inoculagao intra-
peritoneal de cinco parasitos de pequeno tamanho e que
ndo apresentavam brotamento. Apés 90 dias, os animais
que apresentavam aumento de volume no abdémen fo-
ram sacrificados, e os parasitos, retirados da cavidade ab-
dominal. Para preparacdo do antigeno bruto, os parasitos
integros foram lavados exaustivamente por sedimentacéo
em PBS-inibidores e homogeneizados (homogeneizador
do tipo Potter, da Pyrex Laboratory Glassware, Corning,
EUA), em banho de gelo, utilizando-se 20ml de PBS. Os
extratos obtidos foram submetidos a tratamento por ultra-
som, 20khz, 1TmA, por quatro periodos de 60 segundos,
em banho de gelo. As misturas foram centrifugadas a
15.000g por 30 minutos. O sobrenadante obtido foi no-
vamente centrifugado, e ao segundo sobrenadante foram
adicionados os inibidores de protease (PMSF — fluoreto de
fenilmetilsufonil e iodoacetamina) na concentragdo de
100mg (0,25mM) por mililitro de extrato antigénico.
Os antigenos foram divididos em aliquotas e conservados
a-20°C.

O antigeno bruto foi passado em coluna de filtracéo
em gel (PD-10 Sephadex G-25M), para retirar os inibidores
e equilibrar o extrato bruto com o mesmo tampéo da colu-
na de concanavalina (Con A). Posteriormente, foi purifica-
do por cromatografia de afinidade em coluna de Con A-
Sepharose 4B (Pharmacia Fine Chemicals). O material foi
aplicado a coluna, equilibrado com tampao Tris-HCl/NaCl
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pH 7,4 (0,5M de NaCl e 0,05M de Tris), e eluido com
solucdo de alfametilmanosideo 0,2M. O pico protéico foi
concentrado por ultrafiltracio em membrana YM-10
(Amicon Corp. - Scientif Systems Division, MA) (33).

A determinacéo de proteinas foi realizada empregan-
do-se reagente comercial BCA Protein Assay Reagent
(Pierce, Rockford, lllinois, EUA), seguindo-se as recomen-
dacdes do fabricante.

Eletroforese em gel de poliacrilamida utilizando-se
dodecilsulfato de sodio (SDS-page) e Western
blot (33)

Foi utilizado um gel de separacdo contendo 12% de
acrilamida, e a eletroforese foi feita em um sistema vertical
(Mini Protean Il Dual Slab Cell Rad). O antigeno
glicoprotéico na concentracéo de 0,43ug/ul foi inicialmen-
te dissociado por aquecimento a 100°C em tampao Tris-
HCI contendo SDS a 1%, mercaptoetanol a 10% e azul de
bromofenol, por dois minutos. Foram utilizados marcadores
de baixo peso molecular (14,300-200,00 GibcoBRL).

Para a separacéo eletroforética foi aplicada corrente
de 10mA no gel de empilhamento e 20mA no gel de se-
paracdo. Os géis foram entdo corados pela prata ou eletro-
transferidos para membrana de nitrocelulose (0,2um), por
uma hora, a 40mA.

Para a técnica Wb as membranas de nitrocelulose con-
tendo os antigenos glicoprotéicos foram lavadas quatro
vezes por um minuto com tampao Tris-HCI 0,02M NaCl
0,5M pH 7,5/Tween 20 (Tris-NaCl/T), duas vezes com tam-
pao Tris-NaCl, e cortadas em tiras de 3mm. Foram entdo
estocadas a temperatura ambiente, entre folhas de papel
de filtro, até serem usadas na reacdo imunoenzimatica.
No ensaio imunoenzimatico, as tiras foram bloqueadas
com tampao Tris-NaCl/T contendo 5% de leite desnatado
(solugdo bloqueadora) por 30 minutos e em seguida lava-
das trés vezes com Tris-NaCl/T por cinco minutos cada.

Amostras de soro foram diluidas 1/100 em solucéo
bloqueadora, adicionadas a cada tira e incubadas por uma
hora, sob agitacdo, a temperatura ambiente. As tiras fo-
ram entdo lavadas quatro vezes com Tris-NaCl/T por cin-
co minutos cada. O conjugado (IgG de cabra anti-IgG hu-
mano ligada a fosfatase alcalina), diluido 1:3.000 em
tampao de bloqueio, foi incubado com as tiras por uma
hora, e as mesmas foram lavadas como descrito anterior-
mente, adicionando-se uma Ultima lavagem com dgua des-
tilada. A reacéo foi revelada imergindo-se as tiras na solu-
céo reveladora NBT (cloreto de nitro-blue-tetrazélio) — BCIP
(sal de 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato,4-toluidina), dis-
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solvida em tampao Tris-HCI/MgCl, pH 9,5 (Tris-0,1M,
MgCl, 0,005M), e, apds nova incubagédo por 10 a 20 mi-
nutos para o aparecimento das bandas, as tiras foram la-
vadas em 4gua destilada e deixadas secar a temperatura
ambiente.

Em cada teste foram incluidos um controle positivo e
um controle negativo.

Resultados

Na Tabela 1 podemos observar que, utilizando-se
amostras de soro de 21 pacientes com achados clinicos e
laboratoriais de NCC, como TC e presenca de anticorpos
anticisticerco no LCR, as sensibilidades dos métodos Elisa,
utilizando-se como antigeno extrato bruto salino de
C. cellulosae (Elisa-Cc), e Wb utilizando-se como antigeno
glicoproteinas do C. cellulosae (Wb-Cc) e glicoproteinas
do C. longicollis (Wb-Cl), foram de 71%, 86% e 86%, res-
pectivamente. No Wb-Cc, apenas trés destas 21 amostras
testadas (14%) nd@o apresentaram qualquer reatividade,
enquanto que 5% reagiram com duas bandas, 14% com
trés bandas, 19% com quatro bandas, 14% com cinco
bandas e 33% com seis bandas. Reatividade para apenas
uma banda néo foi observada (Tabela 1 e Figura 1). No
Whb-Cl, embora tenha havido reatividade com diversas fra-
¢es, nds s6 consideramos significativas aquelas que ocor-
riam com as bandas de 14kDa e 18kDa (Figura 2), uma
vez que bandas de elevado peso molecular (PM) foram
encontradas em individuos com outras infec¢des, portan-
to 18 amostras de soro foram reativas neste teste.

Nenhum dos 14 soros utilizados como controles ne-
gativos apresentou reatividade por qualquer um dos trés
métodos.

Na anélise dos 22 soros de pacientes com NCC diag-
nosticada apés avaliacdo clinica e tomografica, observa-
mos que apenas um destes pacientes, cuja TC mostrou
apenas calcificacdes, apresentou as formas transicional en-
tre as formas ativa e inativa da doenca, caracterizada por
LCR inflamatério (elevacdo dos niveis de IgG e titulo alto
de anticorpos anticisticerco). Ele também apresentou
titulo elevado de anticorpos anticisticerco no soro pelo
Elisa-Cc, e no Wb-Cc foram observadas as seis bandas diag-
nésticas. Dois outros pacientes, cujas TCs mostraram tam-
bém apenas calcificacdes, apresentaram igualmente a for-
ma transicional da doenca, mas ndo houve correlagdo com
o soro. Em outro paciente com a forma transicional da
doenca, visualizaram-se edema pela TC e LCR inflamaté-
rio, associados a titulos elevados de anticorpos anti-
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1 - -l Relacdo entre valores do Elisa e bandas diagnosticas pelo Wh

Casos Elisa-Cc* Wb-Cc** Whb-CL***
UE Diagnéstico Bandas Diagndstico Bandas Diagndstico

1 15 - Negativo - Negativo -
2 24 - Negativo - Negativo -
3 181 + Negativo - Negativo

4 201 + 50, 42-39, 24, 21, 18, 14 + 14 +
5 132 + 50, 42-39, 24 + 14 +
6 258 + 50, 42-39, 24, 21, 18, 14 + 14 +
7 213 + 50, 42-39, 24, 21, 18, 14 + 14 +
8 198 + 50, 42-39, 24, 21, 18, 14 + 14 +
9 127 + 50, 42-39, 24, 21, 18, 14 + 14 +
10 86 - 50, 42-39 + 14 +
11 87 - 50, 42-39, 24, 21 + 14 +
12 129 + 50, 42-39, 24, 14 + 14 +
13 292 + 50, 42-39, 24, 21, 18, 14 + 14 +
14 84 - 50, 42-39, 24 + 14 +
15 162 + 50, 42-39, 24, 21 + 14 +
16 119 + 50, 42-39, 24, 21 + 14 +
17 173 + 50, 42-39, 24, 21, 14 + 14 +
18 119 + 50, 42-39, 24, 21, 14 + 14 +
19 137 + 50, 42-39, 24, 21, 14 + 14 +
20 66 - 50, 42-39, 24 + 14 +
21 191 + 50, 42-39, 24, 21, 18, 14 + 14 +

*Meétodo Elisa utilizando-se como antigeno extrato bruto salino de C. cellulosae; **método Wb utilizando-se como antigeno glicoproteinas do C. cellulosae; ***método Wb utilizando-se
como antigeno glicoproteinas do C. longicollis. Os resultados do Elisa foram expressos em unidade imunoenzimtica arbitrariamente definida (UE). As amostras foram consideradas
positivas quando os resultados foram acima de 100UE (valor de referéncia = cut-off).
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Figura 1 - Wb de 21 amostras de soro de pacientes com NCC utilizando-se como antigeno glicoproteinas de C. cellulosae. C+: controle positivo; C-: controle negativo;
1 a 21: pacientes
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Figura 2 - Wb de 21 amostras de soro de pacientes com NCC utilizando-se como antigeno glicoproteinas de C. longicollis. C+: controle positivo; C-: controle negativo;

1 a 21: pacientes

cisticerco no soro, mas apenas pelo método de Elisa.
Dezesseis pacientes cuja TC detectou apenas calcificagdes,
um paciente com imagem de cisto Gnico e outro com
imagem de cisto em degeneracdo, nao apresentaram al-
teracao no LCR nem no soro.

Na Tabela 2 observa-se que dois dos cinco casos de por-
tadores de Taenia sp. apresentaram sorologia positiva por
Elisa-Cc, mas dos quatro soros testados apenas um foi reativo
pelo Wb-Cc, apresentando reatividade para a banda de
42-39kDa, e outro pelo Wb-Cl, apresentando reatividade para
a banda de 14kDa, enquanto que os oito casos de teniase por
T. saginata foram negativos pelos trés métodos. Os trés casos
de hidatidose testados foram positivos por Elisa-Cc, com valo-
res elevados de UE, e negativos pelo Wh-Cc e Wh-Cl.

A anélise dos outros 213 soros referentes a 11 diferen-
tes parasitoses intestinais mostrou seis soros positivos por
ELISA-Cc, porém com valores préximos aos do cut-off. Dos
47 soros testados pelo Wb-Cc e pelo Wb-CI (incluindo os
seis soros positivos pelo Elisa-Cc), nenhum apresentou
reatividade. Os métodos Elisa-Cc, Wbh-Cc e Wb-CI apre-
sentaram, entao, especificidade de 95%, 99% e 99%, res-
pectivamente.

Os métodos imunolégicos a serem empregados no
diagnéstico de qualquer patologia devem apresentar al-
tas sensibilidade e especificidade, utilizar reagentes esta-
veis, além de ser praticos e econdmicos. Em trabalhos

epidemioldgicos feitos em paises em desenvolvimento com
alta prevaléncia de helmintoses, testes com alta especi-
ficidade sdo de grande importéncia (36).

Como anticorpos especificos da classe IgG estéo pre-
sentes na maioria dos pacientes com NCC (19, 43), os
métodos para sua deteccdo sdo os mais utilizados na atua-
lidade. Pelas vantagens que oferece, tais como simplicidade
de execucgdo e baixo custo, entre outras, o método Elisa
para pesquisa de anticorpos especificos da classe IgG
(Elisa-G) tem sido muito utilizado nos paises latino-ameri-
canos para o diagnéstico da NCC e nos estudos epidemio-
l6gicos (41). A sensibilidade e a especificidade deste tes-
te, quando avaliadas com amostras de soro, dependem
do antigeno e do tipo de ensaio usado, do curso da infec-
¢do e da origem do paciente.

Vérios laboratérios tém trabalhado na purificacdo dos
antigenos do C. cellulosae, uma vez que a falta de especi-
ficidade tem sido atribuida com freqiiéncia ao uso de
antigenos complexos (13).

Ainespecificidade do método Elisa tem sido relatada quan-
do soros de pacientes com esquistossomose e hidatidose sdo
testados (12). Entretanto, no nosso estudo, somente foi encon-
trada inespecificidade nos soros de pacientes com hidatidose.

Na anélise do método Elisa com amostras de soro de
pacientes com NCC diagnosticada por clinica, TC e pre-
senca de anticorpos anticisticerco no LCR, utilizando-se
como antigeno extrato bruto salino de C. cellulosae, foi
obtida uma sensibilidade de 71%, que estd proxima dos
valores de 78% e 74% descritos na literatura (8, 22).
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Especificidade dos métodos Elisa com antigeno de C. cellulosae (Elisa-Cc) e Western blot com

antigeno de C. cellulosae (Wb-Cc) e C. longicollis (Wb-Cl) para deteccdo de anticorpos anti-

-1 Wl Cysticercus cellulosae em soro
Elisa-Cc*
Parasitos n Negativo Positivo
<80 80-99 100-120 > 120

Tsag 8 8 0 0

Tsp 5 3 0 0

C hid 3 0 0 0

Hn 5 3 1 1

Sm 5 5 0 0

Al 49 43 5 1

Anci 35 29 6 0

Ss 14 12 1 1

Tt 39 35 3 1

Ev 8 7 0 1

Eh 0 0 0

Ec 47 44 0 1

Gl 7 7 0 0

Ib 4 4 0 0

O O O O O O O ONGCECIUONNECOENES

o

Wb-Cc** Wh-CL***
n Positivo n Positivo
5 0 5 0
4 1 4 1
3 0 3 0
4 0 4 0
4 0 4 0
10 0 10 0
6 0 6 0
3 0 3 0
8 0 8 0
4 0 4 0
0 0 0 0
8 0 8 0
0 0 0 0
0 0 0 0

*Método Elisa utilizando-se como antigeno extrato bruto salino de C. cellulosae; **método Wb utilizando-se como antigeno glicoproteinas do C. cellulosae; ***método Wb
utilizando-se como antigeno glicoproteinas do C. longicollis; Tsag: Taenia saginata; Tsp: Taenia sp.; C hid: cisto hiddtico; Hn: Hymenolepis nana; Sm: Schistosoma mansoni;
Al: Ascaris lumbricoides; Anci: ancilostomideo; Ss: Strongyloides stercoralis; Tt: Trichuris trichiura; Ev: Enterobius vermicularis; Eh: Entamoeba histolytica; Ec: Entamoeba coli;

Gl: Giardia lamblia; Ib: lodamoeba butschlii.

O método Wb para diagnéstico da cisticercose hu-
mana tem apresentado sensibilidade e especificidade su-
periores as encontradas para o Elisa, demonstrando ser
um importante método para diagnosticar infeccéo pela
T. solium. Assim como nas outras técnicas imunoldgicas,
também no Wb, o tipo de antigeno utilizado (extratos
brutos ou fragdes purificadas do C. cellulosae) contribui
para uma maior ou menor sensibilidade e especificidade
do método. Entretanto, nos dias de hoje, hd um con-
senso de que o método Wb, utilizando-se antigeno glico-
protéico purificado de C. cellulosae, por sua alta sensi-
bilidade, alta especificidade e facilidade relativa de
execucdo, deve ser o teste de escolha para o diagnosti-
co soroldgico da cisticercose (20, 21, 31). Por esse mé-
todo sao identificadas sete bandas glicoprotéicas
(50kDa, 42kDa, 24kDa, 21kDa, 18kDa, 14kDa e 13kDa)
especificas para cisticercose por T. solium. Como soro
de pacientes com hidatidose reage apenas com uma
fracdo de alto PM (70kDa), esse método pode ser usa-
do em regides onde as duas parasitoses ocorrem com
alta incidéncia. A técnica de Wb foi capaz de detectar

98% de casos de cisticercose comprovados parasitolo-
gicamente, apresentando dois ou mais cistos, e a
especificidade foi de 100% (34). Em pacientes com le-
sdes Unicas, devido a insuficiéncia de estimulo imune, a
sensibilidade cai para 60% a 80%. Cistos calcificados
também sdo responséveis por baixa sensibilidade na
deteccéo de anticorpos especificos por esta técnica (36).
E importante ressaltar que o método detecta infeccdo
tanto por verme adulto quanto por larva. Como na NCC
o tempo entre a aquisicdo do parasito e o inicio dos
sintomas é longo ( = 7 anos) (5), um teste sorolégico
sensivel e especifico ird detectar sua presenca, permi-
tindo o seu acompanhamento posterior.

Michaulat et al.,, em 1990, desenvolveram um méto-
do utilizando-se como antigeno o C. cellulosae, pelo qual
era possivel identificar oito bandas (PML < 35kDa). Os au-
tores observaram que todas as amostras de pacientes com
doenca ativa reconheceram a banda de 14kDa. Esta ban-
da ndo apareceu nas outras doencas parasitarias nem no
soro de pacientes com a forma inativa da doenca ou com
calcificacdo em progresso. Para doenca em fase ativa o
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método apresentou sensibilidade e especificidade de 100%,
valor preditivo positivo e negativo de 100%. Foi também
mostrado que soros de pacientes com cisto intraventricular
foram positivos apenas para as bandas de 13kDa e 14kDa,
enquanto que soros de pacientes com cisto racemoso re-
conheceram também a banda de 32kDa (30).

Nossos resultados, obtidos com os soros do grupo de
estudo constituido por 21 pacientes com NCC em fase
transicional (presenca de anticorpos especificos no LCR) e
positivos pelo Wb-Cc, mostram que qualquer uma das seis
bandas diagnésticas pode ser observada no soro destes
pacientes. Em trés dos 21 soros (casos 1 a 3) ndo foi pos-
sivel observar correlacédo entre LCR e soro no que se refere
a presenca desses anticorpos, o que pode ser explicado
pela sua producdo intratecal. Todos os soros positivos
(casos 4 a 21) reconheceram as bandas de 50kDa e
42-39kDa. A banda de 24kDa ndo foi reconhecida por ape-
nas um dos soros (caso 10), e a de 21kDa foi reconhecida
por 13 dos 21 soros (casos 4, 6-9, 11, 13, 15-19, 21). O
método apresentou uma sensibilidade de 86%, bem su-
perior a encontrada para o método Elisa-Cc (71%). Uma
possivel explicacdo para termos encontrado uma sensibi-
lidade para o Wb inferior a relatada por Tsang et al. (34) é
que alguns desses pacientes podem ter lesdo Gnica e, por-
tanto, estimulo imune insuficiente para ser detectado pelo
método.

Em um estudo comparativo entre os métodos Elisa e
Wb, observou-se que os valores em densidade 6tica en-
contrados nos soros eram significativamente mais altos no
grupo que apresentava Wb positivo para as bandas de
13kDa e 14kDa, tendo o Elisa apresentado sensibilidade
mais alta para os soros deste grupo (20). Dos 18 soros de
pacientes com NCC em fase transicional e positivos pelo
Wb-Cc que estudamos (casos 4 a 21), 11 reconheceram a
banda de 14kDa, correspondendo também a valores mais
elevados de UE no método Elisa.

Em vista dos dados apresentados, podemos sugerir que
a associacdo dessas duas técnicas proporciona uma
melhoria no diagnéstico da cisticercose humana com igual
importancia em estudos soroepidemiolégicos, nos quais
o Elisa pode ser usado para uma selecdo inicial e o Wb,
como teste confirmatério (9). A utilizacdo de amostras de
sangue oferece vantagens em relacdo a de LCR, pela faci-
lidade de sua obtencdo por um processo menos traumati-
co que a puncdo lombar para contencdo do LCR e por
oferecer menor risco ao paciente, sendo de grande im-
portancia em levantamentos epidemiolégicos.

Macedo et dl.

Existem algumas limitacdes ao se trabalhar com
antigenos de cisticercos de T. solium, como dificuldade de
obtencdo, porque os animais contaminados sdo mantidos
escondidos pelos proprietarios; carga parasitaria que va-
ria grandemente; dificuldade na retirada desses cistos do
musculo de suinos, que é um procedimento trabalhoso e
demorado. Por isso antigenos de outros cestodarios pas-
saram a ser estudados para o diagndstico da cisticercose
humana. Como os antigenos de C. cellulosae possuem
grande homologia com os dos cisticercos da T. crassiceps
(2, 15), sabe-se, atualmente, que antigenos de C. longicollis
podem substituir os de C. cellulosae nos métodos imuno-
I6gicos para diagndstico da cisticercose, tanto no soro (16)
quanto no LCR (17, 38-40).

Uma vez que esses cisticercos se reproduzem assexua-
damente, por gemulacdo, grande quantidade de cistos
pode ser obtida ap6s inoculagdo de poucos parasitos em
cavidade peritoneal de camundongos. Além disso, estes
cistos ndo possuem escélices e, portanto, ndo é necessa-
rio procedimento para separa-los, o que torna o processo
de extracdo do antigeno mais facil e mais rapido. Todas
estas vantagens favorecem a padronizacdo de antigenos
de C. longicollis para sua utilizacdo no imunodiagnéstico
da cisticercose humana. Antigenos de cisticercos da T.
crassiceps tém sido usados em diferentes técnicas, princi-
palmente em amostras de LCR, apresentando boas sensi-
bilidade e especificidade (40). Quando empregamos como
antigeno as glicoproteinas de C. longicollis na técnica Wb
em amostras de soro de pacientes com NCC, observamos
que esse antigeno apresentou sensibilidade (Tabela 1) e
especificidade (Tabela 2) semelhantes as obtidas quando
glicoproteinas do C. cellulosae foram empregadas como
antigenos, sugerindo que estes antigenos heterélogos po-
dem substituir os homélogos no diagndstico da doenca.
A Unica diferenca observada foi que, dos dois pacientes
com exame parasitolégico de fezes (EPF) positivo para
Taenia sp., um foi reativo pelo Wb-Cc e outro pelo Wb-Cl,
devido provavelmente a heterogeneidade da resposta
imune do hospedeiro.

Embora a introducdo da TC tenha fornecido um im-
portante recurso para o diagnéstico da NCC, imagens
consideradas positivas podem ter outras causas (1). Con-
firmacéo soroldgica é freqlientemente necesséria para ex-
cluir outras doencas infecciosas e nao-infecciosas ou le-
soes neoplasicas no SNC, cujas imagens podem ser
bastante semelhantes as encontradas em pacientes com
NCC. A ressonancia magnética nuclear apresenta maior
sensibilidade que a TC na deteccdo de cisticercos em de-
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terminadas regides do encéfalo, mas nao foi possivel a
realizacdo deste exame nos pacientes estudados.

Trés pacientes com apenas imagens de calcificacdes
pela TC tiveram reacdo inflamatéria significante no LCR.
Tais achados estdo de acordo com os encontrados na lite-
ratura (43), e duas hipéteses podem justificar estes resul-
tados: a TC freqlientemente nd@o mostra cistos localizados
na regiao basal do encéfalo, e as lesdes podem néo apare-
cer se os cortes na regido de interesse forem maiores que
2mm a 4mm (1). A TC falhou em demonstrar a fase
transicional da doenca nestes pacientes, que s6 foi obser-
vada apds a andlise do soro e do LCR. Com base nesses
dados, estes trés pacientes foram medicados com
albendazol, apresentando consideravel melhora clinica. O
sucesso do tratamento sugere que os sintomas eram cau-
sados pela presenca de cistos nao-detectados pela TC.

Nossos dados mostraram que 16 dos 19 pacientes com
calcificacdo no SNC, um paciente com cisto e um pacien-
te com um cisto em degeneracdo ndo apresentaram qual-
quer alteracdo no LCR ou no soro. O paciente no qual foi
detectada presenca de edema apresentou resposta infla-
matéria no LCR, com correspondéncia no soro. Estes da-
dos estdo de acordo com os descritos na literatura, onde
vemos que cisto integro pode ndo provocar reacéo infla-
matéria e cisto em inicio de degeneracdo pode provocar
reacdo inflamatéria muito branda, que vai se acentuando
a medida que mais antigenos vdo sendo liberados pelo
parasito, até que volta a ter pouco significado quando
comeca a calcificacdo da larva (5).

Os pacientes com a forma transicional da doenca apre-
sentaram altos titulos de anticorpos anti-C. cellulosae no
LCR e dois deles também no soro. Observamos uma cor-
relacdo entre os niveis de anticorpos no soro e no LCR.

Avaliagdo de testes imunoldgicos para o diagndstico da neurocisticercose

Nos dois pacientes que tiveram anticorpos detectaveis
apenas no LCR, os titulos foram mais baixos que os dos
pacientes que também apresentavam anticorpos no soro.
Estudo anterior mostrou, da mesma forma, estes resulta-
dos falso-negativos no soro, que podem ser devidos a pro-
ducdo intratecal de anticorpos especificos sem correspon-
déncia no sangue periférico (6).

Um paciente apresentou alto titulo de anticorpos es-
pecificos no soro e no LCR pelo método Elisa, mas a ana-
lise pelo Wb foi negativa. O Wb pode ser negativo em
funcdo da localizacdo da lesdo (10, 41), sendo que lesdo
intraparenquimatosa Unica esta associada freqiien-
temente a resultado negativo pelo Wb (10). O resultado
discrepante entre o Elisa e o Wb no soro provavelmente
esté relacionado as diferencas metodoldgicas que envol-
vem as técnicas imunodiagnésticas. Bueno et al. (3) rela-
tam divergéncias entre os resultados destes métodos, ob-
servando que o Elisa, utilizando-se antigeno heterdlogo,
foi capaz de detectar anticorpos anticisticerco no soro
de pacientes com cistos integros ou calcificados.
Entretanto o Wb apresentou resultados negativos nestes
€asos.

Todos os outros pacientes tinham a forma inativa
da doenca sem titulo significante de anticorpos no LCR e
no soro.

Como a positividade das provas imunoldgicas e a lo-
calizacdo do cisticerco sdo fatores que determinam o es-
quema terapéutico, os métodos imunoldgicos devem ser
usados no diagnéstico da NCC (6, 32).
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