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I. INTRODUCAOD




0 homem € o hospedeiro definitivo da
Taenia égligm. A via usual de infestacdo & atravis do
consumo de carne de porco mal cozida contendo cisticercos
viaveis. Cisticercose, por outro lado, @ uma infeccgao
sistemica que ocorre quando o homem torna-se o hospedei

ro intermediario. Isto resulta da ingestio de viveres

contaminados por fezes contendo.ovos de Taenia solium, de

autoinfeccao fecal-oral ou de autoinfeccdo causada por

peristalse reversa.

Um dos aspectos mais importantes da cisticerco-

se & a localizacdo frequente dos cisticercos no sistema nervo-
so central (SNC). A incidéncia de invasdo do cérebro po

de ser da ordem de 60% (ACHA & AGUILLAR, 1964).

Localizando~-se no parénguima nervoso ou
nas leptomeninges o parasita determina reacdes locais sob
a forma de meningoencefalite com destruicdo do elemento
neuronal do cortex cerebral, e rea¢oes a distancia, sob
a forma de meningite crénica, mais frequentemente locali
zada na base do éncéfa]o, acarretando com o correr do
tempo bloqueio a circu]acﬁé do Tiquido cefalorraqueano

(LCR). No primeiro caso, ¢ guadro clinico manifesta - se



por crises convulsivas associadas ou nido a decadéncia men
tal global progressiva; no segundo caso predomina o s?ﬂ
drome de hipertensdoc intracraniana (REIS et alii, 1979)

Entretarto, 3 sinteratelegia pods ser -wyite variada, e de

pende do numero, idade e localizacio dos cisticercos no

SNC. (BIAGI &  WILLMS, 19743 SHANLEY e JORDAN, 1980]).

Neurocisticercose e um problema de saide
publica importante em areas onde as condicges sanitarias
nao sao satisfatorias, como & o casao de grandes regioes

da Asia, Africa e America Latina (CANELAS, 1962; SCHENONE
et alii, 1982).

Na América Latina, estatisticas e traba
ihos publicados apontam incidénpia elevada dessa doenca
no México, Peru, Chile e Brasil (CANELAS,1962; MAHAJAN

1982; SCHENONE et alii, 1982; WOODHOUSE, FLISSER &
LARRALDE, 1982 ;TAKAYANAGUI - & JARDIM, 1983).

No Brasil, os estudos baseados no diagnos
tico de neurocisticercose comprovados por autopsia mos

tram uma incidencia de 0,12 a 1,10% en hospitais gerais e

0,4 a 3,6% em hospitais neuropsiquiatricos (CANELAS, 1962).

A partir de 1925, levantamentos estatisti
cos sucessivos foram realizados em pacientes atendidos na
Clinica Neurologica da Faculdade de Medicina da Universi
dade de S3o Paulo. lange (1940}, de 1925 a 1940 reuniy
13 casos de neurocisticercose de 4200 pacientes atendi
dos (0,31%); Brato (1947), até 1946, 45 casos de 12361

pacientes {(0,36%); Spina-Franga =~ (1956), de 1947 a 1955



£6 casos de 2273 pacientes internados, com um percentual

madio anual de 2,97% e Canelas (1962) registrou, de 1945

a 1961, 276 casos, representando 3,39% das internacdes.

Takayanagui & Jardim. (1983) reuniram 500
casos de neurocisticercose, de pacientes atendidos de
1956 a 1979, pela Disciplina de Neurologia do Departamen-
Lo de'Néuropsiquiatria e Psicologia da Faculdade de Medi-
cina de Ribeirdo Preto. HNeste perfodo , a neurocisticerco-
se representou 2,7% dos atendimentos efetuados pela Disci
plina de Neurclogia e 7,5% das internacGes na enfermaria
de Neurologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Ribeir3o Preto.

O0s indices da incidéncia de neurocisticer-
cose encontrados, embora nem sempre possam ser comparados,
devido & procedéncia da amostra e 3 metodologia emprega

da para caracterizar a doenca, refletem a gravidade do

problema em nosso meio.

Na grande maioria dos casos o prognostice
da neurocisticercose @ desfavoravel e, atd o presente mo
mento, nao existe tratamento completamente eficaz. Desta
forma, o diagnostico da neurocisticercose deve apoiar

se em dados c¢linicos e laboratoriais de confianca.

Weinberg | em 1909, utilizando um  extrato
21coolico de cisficercos, como antigeno, e soros de porcos
infectados, foil o primeiroc a empregar a reacao de fixa
¢cao de complemento para o diagnostico laboratorial da cis

ticercose. [Entretanto, utilizando esta técnica, ele
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nao conseguiu demonstrar a presenca de anticorpos especi-
ficos no sore de pacientes com cisticercose. Moses | em
1911, demonstrou pela primeira vez a presenca de anticor
pos nos soros de trés pacientes com cisticercose e no
LCR de um deles, através da reacao de fixacao de comple

mento utilizande um extrato aquosc de cisticercos {(NIETO,

1982).

Grund , em 1913, salientou a presenca de
eosinofilos no LCR, num paciente em cuja autopsia foi ve

rificada a presenca de cisticercos no SNC {NIETO, 1982).

Guilain , Peron e Thévenard , em 1926, des
creveram dois casos de neurocisticercose em gque o© diag
nostico foi sugerido pelo exame.do LCR. Em ambos havia
hipertensao, pleocitose linfomonocitaria, com presenca de
eosinofilos em um deles, hiperalbuminose, reacdo do ben-

joim coloidal com desvio para a esquerda e reagao de

Wassermann nao reagente.

Fy

varios autores passaram, entdo, a salien-
tar a presenca destes achados no LCR, em casos de neuro

cisticercose estudados em varias regides do mundo.

Lange s em 1940, introduziu e conceituou a
expressao “sindrome liqudrica da cisticercose encefalome-
ningea". Estudando as alteragoes do LCR em 24 casos de
cisticercose encefalica o autor‘chegou as seguintes con-

clusoes:

a) A pressio do LCR, hipercitose, hiperai-

buminose e hiperglobulinemia nao forneciam elementos



suficientes para o diagnostico de cisticercose encefalica;

b) A floculacdo coloidal tipo parenquimato-
sa aliada a reacao de Wassermann nido reagente, constituiam

elementos de probabilidade;

¢} A presenca de eosinofilos era um  Otimo

elemento para orientar o diagnostico;

d) A reacgdo de Weinberg, com extrato alco-

olico de Cysticercus cellulosae, era o unico elemento de

certeza, embora nem sempre fosse reagente,.

Ate 1940, a reacdo de fixagdo de complemen-
to e a reacgdo de precipitacio em tubos, introduzida em
1935 por Rothfeld (citado por BIAGI & TAY, 1958), eram os

unicos testes soroldgicos usados para o diagnostico de

cisticercose.

Em 1958, Biagi e Tay fizeram 22 preparacdes
antigénicas a partir de cisticerco total, escolex, membra-
na e fluido vesicular. Empregando a reacao de precipita -
¢ao em tubos, atraves de estudos de sensibilidade e espe
cificidade, selecionaram uma preparac¢ac obtida de cisti
cerco total. Utilizando esta preparacao, em 1043 amostras
de LCR nao selecionadas encontraram uma reagente, e esta
pertencia a uma crianca com historia clinica compatTvefcom
neurocisticercose. Entre as amostras de LCR ndo reagen -
tes havia tres de pacientes com calcificacdes intracrania-
nas, similares aquelas produzidas por cisticercos calcifi-

cados, Tres amostras de LCR de pacientes com cisticercose,

comprovada por cirurgia ou autopsia, foram reagentes,




Em 1964, Biagi e Pinha introduziram a rea
¢ao de imunofluorescéencia indireta. Utilizando seccoes

histoldgicas de Cysticercus cellulosae e sores de porcos

naturalmente infectados, mostraram gue a fluorescencia -
mais intensa aparecia nos corpuscuios calcareos. Fluores-
céncia menos intensa era observada na membrana e em ou

tros lugares do escolex e nenhuma na cuticula.

Em 1966, Proctor, Powell e Elsdon-Dew, uti
lizaram a reaciao de hemaglutinacdo passiva, empregando na
censibilizacdo das hemacias, uma pPreparacao antigenica ob
tida a partir do cisticerco total. A reacao fol positiva
em 85% dos soros humanos de pécientes com cisticercose -

comprovada radiologicamente ou por autopsia.

Em 1971, Petithory , day @ Feillet introduzi
ram a téecnica de imunoeletroforese para © diagnostico la

horatorial da cisticercose.

Em 1975, Flisser et alii, utilizando soros

»

de individuos com diferentes probabiiidades de terem cis
ticercose e 3 preparacoes antigénibas obtidas a partir de
escolex, parede e 1iquido vesicular, mostraram que a iml-
noeletroforese foi capaz de distinguir 235 antigenos: 11
no escolex, 9 na parede e 5 no 17quido vesicular. Alguns
antigenos estavam presentes nas tres prepara¢oes enguanto
outros pareciam ser especificos de cada preparacgao. A me
nor quantidade de resultados falso-positives, foi encon -
trada usando a preparacdo de parede, seguida pelas prepa-

racoes de escoléx e 1iquido vesicular. A menor quantida

de de resultados falso-negativos foi encontrada usando a

e



preparacao de escolex, seguida pelas preparacoes de 1iqui

do vesicular e parede,

Em 1980, Flisser, Woodhouse e Larralde

3

usando um extrato bruto de Cysticercus cellulosae e soros

de pacientes com neurocisticercese, mostraram, utilizando
imunoeletroforese, que aproximadamente 50% dos pacientes

0ao poséuiam anticorpos circulantes, em concentracoes su
ficientemente altas para precipitar com antigenos de cis
ticerco. Por outro lado, no grupo de pacientes que produ
ziam anticorpos precipitantes, a resposta foi bastante he
terogenea, com relacao ao numero e tipo de antigenos re

conhecidos.

Em 1978, Arambulo III et alii, introduzi -
ram a tecnica ELISA ("enzymef1inked immunospecific assay")
Soros de pacientes com suspeita de cisticercose foram tes
tados por hemaglutinag¢ao passiva e ELISA. Das 49 amostras
testadas, 36 {(73,47%) deram resultados positivos com hema
glutinacao passiva e 38 {(77,55%) com ELISA. A diferenca
nao foi significativa e a concordancia foi.da ordem . de

35,56%).

Praticamente, todos os testes sorologicos
convencionais tem sido usados na pesquisa de anticorpos

anti-cisticerco.

A selecdo de um teste imunologico, para
fins de pesquisa ou diagnostico, depende de uma combina -
¢do de varijaveis: reproduytibilidade, sensibilidade, espe-

cificidade, quantidade de informacgoes fornecidas, custo e

g ot Bl
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facilidade de execucao.

Antigenos e anticorpos marcados com enzimas,

fluorocromos e radioisotopos tem sidc, de modo geral, usa

dos para a deteccdo, localizacdo e quantificacao de consti-

tuintes humorais e celulares,

Guesdson & Avrameas (1980, 1983) com base
nas prdﬁriedades das lectinas, prepararam conjugados lecti-
na-anticorpo, atraves de ligacoes covalentes e desenvolve -
ram tecnicas para a quantificacao e titulacao de antigenos
e anticorpes. Na titulac¢do de um soro, apos a reacao anti
geno-anticorpo, e adicionado ;onjuggdo dissolvido em meio
contendo um excesso.do aclcar espechico para a lectina usa
da. Deste modo, os sitios combinatorios das moleculas de
anticorpo do conjugado reagem cﬁm os anticorpos do paciente
enquanto que os sitios livres da lectina, devido ao excesso
de actcar, ndo sdo capazes de reagir com porcoes de carboi-
dratos presentes no meio ou na preparacgao antigénica. Apos
lavagem, para eliminar o excesso de acucar e conjugado, um
marcador possuindo porcoes de carboidratos capazes de 1inte

ragir especificamente com a lectina e adicionado.

0s procedimentos baseados no usc de conjuga
dos lectina-anticorpo sao conhecidos como "lectin-immuno-test"
(LIT). Varios marcadores, tais como enzimas, eritrocitos e
substancias marcadas com compostoes radioativas, podem ser
utilizados, de modo que as técn%cas sao conhecidas, respec-

tivamente, por ENZY-LIT, ERYTHRO-LIT e RADIO-LIT.

Ao pesquisarmos a bibliografia referente

a neurocisticercose, verificamos que, na grande maioria

T e S CEr L Sy M o 11 1T 75
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dos trabalhos, a resposta humoral foi avaliada por reagoes

de fixacao de complemento,

Com a introducdo da tecnica ELISA, para 0
diagnostico de cisticercose (ARAMBULO III et alii, 1978) ,
esta vem sendo cada vez mais utilizada, principalmente em

pesquisa medica e veterinaria.

Guesdson e Avrameas {1980, 1983), ressaltam
a simplicidade de execucio, o baixo custo e a alta sensibi
lidade da técnica ERYTHRO-LIT. Sugerem que este procedi
mento poderia ser uma alternativa atraente para os testes
diagndsticos de rotina e pesquisa convencionais. Diante
disto, nos pareceu de interesse, pesquisar anticorpos an
ti-cisticerco em LCR de pacientes com neurocisticercose
usando conjugados lectina-anticorpo, principalmente atra
ves da tecnica ERYTHRO-LIT, é camparar 0s resultados com

aqueles obtidos com as técnicas convencionais de fixagao

de complemento e imunofluorescencia indireta.

I

I sabido, h3 bastante tempo, que as varias
espacies de helmintos possuem determinantes antigenicos si
milares, e isto se reflete na inespecificidade das rea

¢Ges imunologicas (BIGUET et alii, 1962}.

Com respeito 3 pesquisa de anticorpos anti-
cisticerco, no LCR ha uma seguranca diagnostica que resul
ta da frequencia pequena com que O SNC, no nesso meio, e
parasitado por outros cestoides. 0 mesmo ja nao ocorre
com a pesquisa de anticorpos no sangue, que tem um valor

mais limitado (LIVRAMENTO, 1980).
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Varios autores tem salientado a dificulda
de no diagnostico diferencial entre neurolyes e :%urmﬁsti
cercose, sendo frequente o aparecimento de reacées cruza
das {(WILLIAMS, 1948; REIS, BEI & DINIZ, 1949; COSTA et
alii, 1982). Diante disto, nos pareceu de interesse ve

rificar em amostras de LCR e soro de pacientes com lyes .
usando a técnica ERYTHRO-LIT, a presenca de anticorpos ca
pazes de reconhecer componentes antigenicos no extrato -

bruto de cisticercos.

A grande maioria das preparacdes antigeni-
cas usadas nos testes para diagnostico de cisticercose

sao extratos brutos de cisticercos, variando, portanto R
nas concentracoes de antigenos e, consequentemente, na
capacidade de reagir com anticorpos (FLISSER, PEREZ-MONTFORT
& LARRALDE, 1979). Alem disso, essas preparacdes podent

estar contaminadas com materiais do hospedeiro {WILLMS &

ARCOS, 1977}, podendo levar a resultados falso-positivos.

Kwa & Liew (1977}, purificaram de um extra

to bruto de cisticercos de Taania tacniaeformis, atraves

de filtracao em Sephadex 6-200, um antigeno capaz de con

ferir protecdo em ratos contra a infecgdo por
Taenia taeniacformis. O perfil de eluicdo em Sephadex
G-200, revelou 2 picos distintos, e entre 0s mesmos va

rios pices menores. 0 antigeno capaz de conferir prote .

cao era encontrado no primeiro pico.

Diante disto, nos pareceu de interesse fra
cionar o extrato bruto de cisticercos, através da filtra--

¢ao em Sephadex G-200, com o intuito de encontrar alguma




fracao que pudesse substitui-lo com vantagens.
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1. Utilizagdo da tdcnica ERYTHRO-LIT  no
diagndstico laboratorial da neurocisticercose. A aplica
¢ao desta tecnica, baseada no uso de conjﬁgados lectina -
anticorpo, se justifica devido a sua sensibilidade, repro
dutibilidade, facilidade de execugao e pela possibilidade
de preparacao dos conjugados apﬁs a purificacdo da agluti

nina de germe de trigo e do anticorpo.

2. Comparacao dos resultados obtidos, em

termos de titulo de anticorpos contra Cysticercus cellulosae ,

em LCR de pacientes com neurocisticercose, utilizando as
tecnicas ERYTHRO-LIT e ENZY-LIT. Esta @ uma técnica imy
noenzimatica, baseada na utilizaciao de conjugados conten-

d0 lectinas com afinidade para enzimas.

3. Comparacdao dos resultados obtidos o em

termos © de titulo de anticorpos contra Cysticercus cellulosae, em

LCR e soro de pacientes com neurocisticercose, utilizando a tecnica
ERYTHRO-LIT e as teécnicas convencionais de fixacdo de com

plemento e imunofluorescencia indireta.

4, VYerificacao da presenca, em LCR e soro

de pacientes com lues, utilizando a tecnica ERYTHRO-LIT

3

de anticorpos capazes de reconhecer componentes do extrato
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bruto de cisticercos.

5. Fracionamento do extrato bruto de cisti
cercos, atraves de filtragdao em Sephadex G-200, na tentati
va de encontrar alguma fracdo que -o substituisse com vanta

gens.,
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1. Reagentes usados

Acetato de sodio, acetona, acido acetico
glacial, acido borico, acido cloridrico, acido dietil bar
bitUrico, azul de Evans, barbital sodico, bicarbonato de

sodio, n-butanol, carbonato de sodio, cloreto de caicio

3

cloreto de magneésio, cloreto de sodio, etanol, éter, fos

fato de sodio dibasico, fosfato de sodio monobasico, gela

tina, glicerina, hidroxido de sodio, suifato de amonio

su1fdt0 de cobre, tartarato de sodio, tetraborato de $0

dio, ureia {(E.Merck, Darmstadt); reagente de fenol, segun
do Folin~-Ciocalteau (QUEEL - Industrias Quimicas S.A. .
$3ao Pauio, Brasil); o-fenilenodiamina (ABBOTT Laboratories ,
Chicago, USA); Tri-(hidroximetil)-aminometano (Fisher
Scientific Company, New Jdersey, USA}; glicina (Bio - Rad

Laboratories, California , USA}; N-acetil-D-glucosamina |,
concanavaiina A - tipo V, CM-celulose, DEAE-celulose

c{—D~manos{deo de metila~grau III, glutaraldeido-grau I ,
peroxidase tipo VI, Sephadex G-200, tween 20 {Sigma
Chemical Company, Saint Louis, USA); agarosé L, antigeno

para a reacao Y.D.R.L. (Instituto Behring, W.Germany)
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antigeno cardiolipidico, anti gama-giobulina total humana
marcada com fluoresceina (Biolab-Merieux, France): antng
no para reacao-de fixacao de complemento para cisticerco-
se {(Lio Serum, Ribeirao Preto, Brasil); hemolisina (Insti
tuto Adolfo Lutz, Sdao Paule, Brasil); Ponceau S (Fluka ,
AG, Buchs SG, Switzerland); soro de burro anti-soro humé

no total (gentilmente cedido pelo Dr. Ivan Mota, Institu-

to Butantan, Brasil).

2. Amostras de LCR e soaro

As amostras de LCR e soroc foram obtidas de
pacientes atendidos pelo Centro de Investigacoes em Neuro
logia da Faculdade de Mediciﬁa da Universidade de Sao Pau
lo e pelo Departamento de Neurclogia da Faculdade de Cien

cias Medicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) .

As amostras foram obtidas dos seguintes gru

pos de pacientes:

Grupo I. Pacientes com diagnostico comprovado de neuro-

cisticercose.

0 diagnostico foi baseado em crité@rios epide-
miologicos, exame clinico e neurologico, exa
me do LCR e/ou tomografia computadorizada.

(34 amostras de LCR de 27 pacientes; 19 amos-

tras de sorc de 14 pacientes)
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Grupo IT.

Grupo III.

Grupo IV.

Grupo V.
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Pacientes com diagnostico de neurolues, com rea

coes de fixacdo de complemento ( reacdo de
Wassermann} e/ou reacoes de imunofluorescéncia
indireta (FTA-Abs) reagentes.

(11 amostras de 8 pacientes)

Pacientes com diagnostico de lues, com reacoes

de fixacao de complemento.e V.D.R.L. reagentes.

(11 amostras de 9 pacientes).

Pacientes com cefaleia cronica, sem dados c¢17-
nicose epidemiologicos afirmativos para meurocis
ticercose. e com exame neurologico, eletroencefa
lograma e analise laboratorial do LCR normais.

(10 amostras de 10 pacientes)

Pacientes nao selecionados, cujos dados clini
cos so foram conhecides ap0s a realizacao das
reacgoes imunclogicas.

(45 amostras de LCR e soro de 45 pacientes)

-

Foram tambem obtidas 15 amostras de sorc de

15 individuos aparentemente normais, alunas do 49 ano da

Faculdade de Ciencias Medicas da UNICAMP,

3. Preparacao de extrato bruto de cisticercos

As vesiculas de cisticercos foram retiradas

cuidadosamente da carne de porco, colocadas num recipiente,
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e lavadas extensivamente com solucao salina gelada. 0 flui
do vesicular foi retirado, com o aux7lio de papel de fil
tro (Whatman 1), pela compressao suave das vesiculas, e os
parasitas, em grupos de 50, colocados em recipiente conten
do 100 ml de acetona gelada. O material fof deixado, a
49C sob agitacao periodica, durante 10 minutos, e a seguir
centrifugado, a mesma temperatura, a 800.g durante 10 mi
nutos. Apds a centrifugagao, ¢ sobrenadante, retirado cui
dadosamehte, fo{ desprezado e os tubos de centrifuga foram
colocados em dissecador com vacuo, a 49 C, Dépois de seco,
o material foi reduzido a ps, com o auxilio de graal e
pistilo. Para cada 500 mg de po foram adicionados 10  ml
de tampao fosfato de sodio 0,01M, pH = 7,2/NaCl 0,15M, e a
mistura foi homogeneizada, com 3 movimentos verticais 60m
pletos, em homogeneizador Potter-Elvehjen. O material
foi deixado durante 15 horas; a 49C, sob agitacao contd-
nua, @ baixa velocidade e, a sequir centrifugadoa 25000.q9 ,
durante 30 minutos, a 49C. 0O sobrenadante {extrato bruto

de cisticercos) foi separado, aliquotado e estocado a

-800C, ate o momento de uso.

4, Obtencao da IgG humana

A 196 humana foi obtida, por cromatografia
de troca ionica em coluna de DEAL-celulose, a partir da
fracae globulina de um ‘“pool" de soros humanos normais

de acordo com a tecnica descrita por Vaerman, Heremans &

Vaerman (1963).
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A fracao globulina foi obtida, atraves de
precipitacao com sulfato de amonio, de acordo com a tecni

ca descrita por Garvey, Cremer & Sussdorf (1977).

a) Precipitacdo com sulfato de amonio

A fracao globulina, de um “"pool" de 50
ros humanos normais, foi precipitada, a temperatura ambien
te, com uma solucdo saturada de sulfato de amonio, previa-
mente ajustada para pH=7,8 com uma solucado de NaOH 2N. Pa
ra cada 10mi do "pool" de soros foram adicionados, sob
agitacao continua, gota a gota, 5 ml da solucdo de sulfato
de amonio. A mistura foi deixhda sob agitacdo continua du
rante 1 hora e, a seguir, centrifugada, a temperatura am
biente, a 1800.9 durante 30 minutos. 0 precipitado foi
dissoclvido em NaC] 0,15 M, de modo a reconstituir 0 volume

original, e dialisado, a 49C, contra tampao fosfato de s3-

dio 0,01 M pH=8, até ficar isento de ons sulfato.

a) Cromatografia em DEAE-celulose

Foi preparada uma'papa de DEAE-celulose
misturande 20 g de resina com 500 m] de agua destilada .
Apos homogeneizacdo a mistura foi deixada 1 hora a tempera
tura ambiente. Findo este intervalo, o sobrenadante foi
removido por decantacio e a resina ressuspendida em ] 1i
tro de uma solucdo de NaOH 0,5 N e deixada 30 minutos a
temperatura ambiente com agitacio ocasional. O fluido foi,
entao, removido por sucgao, com ¢ auxilio de funi] de

Blichner, e a resina lavada extensivamente com dgua destiia

da, sendo entdo equilibrada com tampao- fosfato de sodio a 0,01M pYy=8.
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Aliquotas de 2 m} dalfracgo glocbulina foram
aplicadas a colunas de 1,4x13 cm. A eluicao foi processada,
a 49C, com o tampao de equilibrio, a uma velocidade de flu
xo de 6 mi/hora. O efluente foi recolhido em fragoes de

z ml por tubo, sendo sua absorbancia determinada a 280 nm

( espectrofotometro  BAUSCH&LOMB).

0 material foi dialisado contra NaCl 0,15M,
a 49 C, durante 48 h sendo a sequir concentrade por ultra-
ﬁi]tracgo, sob pressdo de nitrogénio, atraves de membranas
que retem moléculas de peso molecular maior que 10000 (PM -

10 - Diaflo Membranes).

Apos determinagao da concentragao proteica,
o material foi submetido a imunceletroforese, para avaliar

a sua pureza e estocado a - 800C ate o momento do uso.

5. Obtencao da anti-IgG humana

A anti-IgG humana foi obtida, a partir de
soro de burro anti-soro humano tota},'por cromatografia de
afinidade, usando IgG humana acoplada a Sepharose 4B como
adsorvente, de acordo com a metodoliogia descrita por(hrﬁey,

Cremer & Sussdorf (1977).

A Sepharose 4B ativada foi preparada re

constituindo 2 g da mesma em 25 m} de agua destilada e 1la

vando rapidamente o gel com 200 ml de agua destilada. Ime

diatamente apos a lavagem, o gel foi transferido para um
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recipiente contendo 33 mg de IgG humana, dissolvida em
10 ml de tampao carbonato-bicarbonato 0,1M pH=9,7, prepa-
rado em NaCl 0,5M. A mistura foi deixada, a temperatura
ambiente, sob agitacdo constante, a baixa velocidade, du
rante 2 horas, e em seguida, deixada em repouso, durante
20 horas, a 49¢C, temperatura esta, em que foram realiza -

dos todos ©6s passos seguintes,

' ApGs incubacdo com IgG humana o gel foi 1a
vado com 250 ml de splugao salina tamponada com borato
0,15M pH=8,4 (STB)} e o efluente foi coletado para a deter
minacio da concentracdo de proteinas. 0 gel foi, entao ,
lavado, sucessivamente, com 50 ml de cada uma das Sseguin-
tes soluccdes, preparadas em NaCl 0,5M: tampao acetato
0,1M pH=4,5, ureia 2M e tampdo carbonato-bicarbonato 0,1M
pH=9,7. Este ciclo de lavagens foi repetido por mais duas

vezes,

0 gel foi transferido para uma coluna de
2,5 x 6 ¢cm e lavado com 100 mt de STB, sendo o fluxo da
coluna interrompido quando o tampao cobria superficialmen
te o gel. Fforam, entdao, adicicnados 100 ml de uma solu
¢ioc de glicina - HC1 0,2M pH=2,3, que foi deixada em con
tato com o gel, com agitagao 0casidna1, durante 15 minu
tos. O gel foi, ent3o, lavado com 200 m1 de STB e o flu

xo da coluna interrompido, como ja descrito.

Soro de burro anti-soro humano total foi
diluido a 1:2 com STB e uma aliqudta de 5 ml foi aplicada
a coluna. 0 material foi deixado em contato com o gel ,

com agitacgao ocasional, durante 15 minutos. O fluxo da
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co]uha foi entdo normalizado e ap0s a passagem do material
nac retido no gel, este foi Tavade com 200 ml de STB, para
remover o material absorvido nao especificamente. Apos a
lavagem com STB, o fluxo da coluna foi interrompido, como
ja descrito, e 10 mT de uma solucao de glicina-HC} 0,2M
pH=2,3 foi adicionada a coluna e deixada em contato com o
gel, com agitacdo ocasional, durante 15 minutos. 0 fluxo
da colyna foi entac normalizado e o efluente, contendo os
anticorpos anti-IgG, coletado. Ao mesmo tempo que o mate
rial era coletado, foram adicionados a coluna mais 10 m1
da solucdo glicina-HCY seguida de 60 ml de STB, de modo
a se obter um efluente com volume final de aproximadamente

80 ml.

0 efluente foi dialisado durante 48 h, a

49 C, contra STB, e concentrado por ultrafiltracdo comc ja

descrito.

Apos determinacac da concentracao proteica,
o material foi submetido a imunceletroforese, para avaliar

a sua pureza e estocado a - 800 C,.ate o momento do uso.

6. Isolamento e purificacac da aglutinina de germe

de trigo {(WGA).

0 isolamento e a purificagao da WGA foram -
realizados de acordo com a metodologia descrita por Nagata

& Burger {1972) e Nagata, Goldberg & Burger (1974}.
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a) Preparacao do extrato bruto da WGA.

Germe de trigo foi triturado, com o auxi

r

1io de graal e pistilo, de wmodo a s obter um po fino, ¢

1,

150 ¢ foram transferidas para um recipiente contendo 1 11

tro de acetona, previamente resfriada com 0 auxilio de ge

lo seco. A mistura foi deixada 30 minutos, a 4¢ C, com
agitacdo periodica, e entdo filtrada através de papel de
filtro em funil de Blichnrer. 0 material retido no papel

de fi]fro foi lavado com 1 1/2 1itro de acetona gelada s
transferido para placas de Petri onde foi deixado secar, 3
temperatura ambiente. 0 material foi entdo transferido pa
ra um recipiente contendo 1 litro de HC1 0,05N e a mistura
foi deixada 1 hora, a temperatura ambiente, com agitacao -
constante, d baixa velocidade e a seguir centrifugada, a
40C, a 2000.g durante 20 minutos. Ao sobrenadante, a 490C,
foi adicionado, lentamente, sulfato de amonio, de modo a
se obter 35% de saturacao. Apos a adicdo do sal, o mate
riai foi deixado durante 1 hora, a 40cC, sob agitacao cons-
tante, a baixa velocidade. A seguir o material foi centri
fugado a-12DUU.g, a 4¢C, durante 15 minutoseo precipitado,

contendo a agliutinina, ressuspendido em 200 m] de HC1

0,05N. O material foi centrifugado a 15000.g, a 490C, duy

tante 20 minutos, para remogdo do material insclluvel, - e

a0 sobrenadante, a temperatura ambiente, foi adicionado

sob agitacao constante, n-butanol, gota a gota, de modo a
se obter uma concentragao final de 20% (V/V)., 0 material
foi deixado sob agitacdo constante, 3@ baixa velocidade

durante 1 hora e a seguir centrifugado a 5000.g durante 30

minutos a 49C. Apos a centrifugacdo a fase superior e 3

Ly el
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interfase foram removidas por succac e a fase aquosa cla-
ra inferior foi dialisada contra HCY1 0,05N a 40C, durante

48 horas. Apos a dialise, ac material foi adicionado 1len

tamente sulfatoc de amonio, como ja descrito. Apos a adi

cdo do sal o material foi deixado sob agitacao constante

a2 baixa velocidade, durante 1 hora, a 49 C, e, a seguir
centrifugado a 12000.g9, a 49C, durante 15 minutos. 0 pre
cipitédo foi ressuspendido em 20 ml1 de HC1 0,05N, dialisa-
do exténsivamenfe contra tampao Tris-HC1 0,01M pH=8,5 e

submetido a cromatografia em DEAE-celulose.

b} Cromatografia em DEAE-celulose

A resina foi preparada como ja descrito e

equilibrada com tampao Tris-HC1 0,01M pH=8,5.

Uma aliquota de 10 ml do extratoc bruto da
aglutinina, contendo 21 mg de proteina/m}, foi aplicada a
uma coluna de 2,1 x 3%cm. A eluicao foi processada, a 49C,
com o tampao de equilibrio, 5-um; velocidade de fluxo de
18 ml/hora. 0 efluente foi recolhido em fracgoes de 5 ml
por tubo, sendo suaabsorbancia . determinada a 280 nm (espec
trofotometro BAUSCH & LOMB). As fracoes com atividade hema
glutinante foram reunidas e o material foi dialisado con

tra agua destilada, liofilizado e estocado em freezer a

-809C.

¢) Cromatografia em CM-celulose,

Foi preparada uma papa de CM-celulose

L]
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misturande 30 g de resina com 500 ml de uma solucdo con

tende volumes iguais de NaCl 0,5M e NaOH 0,5M, e apas
homogeneizacao o fluido foi removido por succ¢ao atraves
de funil de Blchner. A resina foil novamente ressuspendi-
da na solucdo de NaCl + NaOH e a operacao anterior repe
tida 2 vezes. A celulose foi, a sequir, lavada extensiva

mente com agua destilada, sendo entao equilibrada com tam

pio fosfato de sodio 0.001M pH=6.

0 material liofilizado, obtido na cromato-
grafia em DEAE-celulose, foi dissolvido em tampao fosfato
de sodio 0,001M pH=6 e dialisado contra esse mesmo tam
pac 12 horas, a 49C. Apos centrifugacao a 800.g, duran-
te 15 minutos, a 49C, para remocdo de substancias insolu

veis, uma aliquota de 10 ml, coritendo 4 mg de proteina/ml

foi aplicada a uma coluna de 1,4 x 15 cm,

A eluijcao foi processada por etapas
("step-wise"), a 49C, a uma velocidade ‘de fluxo de
30 ml/hora, com tampdo fosfato de sodio 0,001M pH=6, tanm
pac fosfato de sodio 0,001M pH=6 contendo 0,08M de NaC1
e tampao fosfato de sadio 0,001M pH=6 contendo 0,35M de
NaCl. O efluente foi recoihido em fracoes de 3 ml por
tubo, sendo sua absorbancia determinada a 280 nm (emmmtﬁg

fotometro BAUSCH & LOMB}.

As fracGes com atividade hemaglutinante fo
ram reunidas e material foi dialisado contra agua destila
da, a 49C, durante 48 horas. O material foi, entdo, 110—_

filizado e estocado em “freezer" a- 800C, ate o monmento

do uso.
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d) Anilise da atividade hemaglutinante.

A atividade hemaglutinante das fragbes, ob
tidas nas cromatografias em DEAE e CM-cejulose, foi ana

lisada por reacgao de aglutinacao em lamina.

Em laminas de vidro (5 x 10cm) foram depo-
sitados, lado a lado, 20 ul de cada uma das fracoes g
20 ul de uma suépens&o de hemacias de carneiro, contendo
2 X ]06 células/ml, em tampac fosfato de sodio 0,01M
pH=7,2/NaCl 0,15M, previamente lavadas 10 vezes com £ssa
mesma solucio. Os materiais foram misturados com 0 éuxi
1io de um pequenc bastao e a lamina foi submetida a um
leve movimento de rotacdao durante 1 minuto. A Tamina
foi, entdo, colocada sobre uma superficie plana e foi ob
seryvado, a olho nu, no decorfer de 3 minutos, o apareci -

mento, ou nao, de aglutinacgao.

7. Fracionamento do extrato bruto de cisticer-

cos atraves de cromatografia em Sephadex G-200

Foi preparada uma papa de Sephadex G-200
adicionando lentamente, com agitacao suave, 8 g de resina
a 2 litros de tampdo fosfato de sodio 0,01M/NaCl 0,15M o,
pH=7,2 (STF) e a mistura foi deixada, em repouso, durante
3 horas, a temperatura ambiente. Findo esse intervalo -
de tempo, 0 sobrenadante foi removido por decantacao, 0

gel ressuspendido novamente em STF e o material faoi de i

xado, 3 temperatura ambiente, durante 4 dias, com trocas

pericdicas do tampao.
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Uma aliquota de 2,5 ml do extrato bruto de
cisticercos, contendo 4,5 mg de proteina/ml, previamehte
dialisada contra STF, foi aplicada a uma coluna de 2,1 X
98,5cm. A eluicdo foi processada, a 49C, com o tampao de
equilibrio, a uma velocidade de fluxo de 8ml/hora. 0
efluente foi recolhido em fracoes de 1,2 ml/tubo, sendo

sua absorbancia determinada a 280 nm {espectrofotbmetro -

BAUSCH & LOMB).

As fracoes obtidas foram concentradas por
ultrafiltracio, como ja descrito, e estocadas em "freezer '

a - 809C ate o momento do uso.

8. Imunoeietroforese

Laminas de vidro (26 x 76 mm) foram recober
tas com 4 m! de agarose a 1% em tampao barbital 0,05M
pH=8.2. Esse mesmo tampao foi usado na eletroforese, que
foi realizada com uma corrente continua de 150V, durénte

45 minutos {Fonte BOSKAMP-Pherostat, West Germany).

Apds a aplicacao do 'anti-soro especifico as
1aminas foram acondicionadas em camara umida, a 49C, duran
te 48 horas . Findo esse intervalo .de tempo, as Taminas
foram colocadas em placas de Petri contendo NaCl 0,15M, onde
permaneceram 48 horas, a 40C, com varias trocas da selu
¢do salina. As 1aminas foram, entio, recobertas com papel
de filtro, saturado com agua destilada, e acondicionadas -
em estufa, a 379C, durante 24 horas. Findo esse intervalo
de tempo, o papel de filtro foi removido e as laminas fo

ram coradas com Ponceau S.
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9. Dosagem de proteinas

As dosagens de proteina foram realizadas pe

1o metodo de Lowry (GARVEY, CREMER & SUSSDORF, 1977).

10. Hemacias de carneiro

Sangue de carneiro foi coletado, de maneira
esteril, em frasco contendo scolucac de Alsever, volume a

volume, e deixado a 49C durante 4 dias antes do uso.

Para a tecnica ERYTHRO-LIT as hemacias fo

ram lavadas 10 vezes com tampao fosfato de sodio 0,01M ,

pH=7,4/NaCl 0,15M (PBS), utilizando centrifugacao a 600.q ,

durante 10 minutos, a temperatura ambiente.

Para a tecnica de fixacao de complemento as
hemacias foram lavadas 4 vezes com solucao salina tampona-

da com barbital, contendo calcio e magnesio, 0,15M pH=7,3.

11. Absorcdo com hemacias de carneiro

Para a técnica ERYTHRO-LIT, LCR e soro  fo
ram aquecidos a 569C durante 30 minutos. Para cada 1 ml
de LCR ou soro foram adicionados 100 ul de papa de .hemi
cias de carneiro e a misfura foi deixada durante 1 hora, &
temperatura ambiente, com agitacdo ocasional. Apo0s centri
fugacao a 600.g, durante 15 minutos, a 40C, os sobrenadan-
tes foram separados e a operacao anterior repetida. Apos

centrifugac¢do, nas condic¢oes ja descritas, os sobrenadan -

tes foram separados, aliquotados e estocados em "freezer",
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a - 800C, até o momento do uso.

12. Preparacao dos conjugados lectina: anticorpo

0s conjugados WGA: anti-IgG humana e conca
navalina A (con A): anti-1g6 humana foram preparados de

acordo-com a metodologia descrita por Guesdon & Avrameas

(1980, 1983).

As lectinas e os anticorpos isolados foram
dialisados contra tampao fosfato 0,1M pH=6,8 (TF) durante
18 horas a 492C. A seguir, 4 mg da lectina fbram misturadas
com 2 mg de anticorpos, em um volume final de 0,9ml. A
mistura foi adicionado 0,1 m] de uma solucao a 1M, em TF,
do acdcar especifico da lectina, N-acetil-D-glucosamina -
(WGA) ou o( -D-manosideo de metila (con A). Enquanto a
wistura era agitada suavemente, foram adicionados 20 JIR!
de uma solucao de glutaraideido a 1% em agua destilada
Apos incubacaec por 3 horas, a temperatura ambiente, .fg
ram adicionados 50 41 de uma soluc¢ao de glicina 2M em
agua destilada. Apos 2 horas de incubacgdsc, a temperatura
ambiente, a mistura foi dialisada, durante 18 horas, a
40C, contra tampao fosfato 0,U1M,‘pH=7,4/NaC1 0,15M (PBS )
e a seguir centrifugada a 3000.g durante 30 minutos a
49C. Ao sobrenadante, separado cuidadosamente, foi adi-
cionado um volume de glicerina e a preparacaoc foi manti-

da em “"freezer" a - 209C, até o momento do uso.
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13. Revestimento dos orificios de placas de pQ

liestireno com antigeno

Aos orificios de placas de poliestirenc com
fundo em U (Interlab, S3c Paulo, Brasil) foram adicionados
150 u1 de tampao carbonato 0,1M pH=9,5, contendo 10ug de
proteina/ml do extrato bruto de cisticercos ou das fra
¢oes obtidas por cromatografia em Sephadex G-200. Apos
incubacao por 2 horas a 370C e 16 horas a 49C, o material
dos orificios foi desprezado e os mesmos foram lavados 3

vezes com PBS contendo 0,1% de Tween 20 (PBS/T).

14. Titulacdo dos conjugados

Um "pool" de LCR reagentes foi diluido em
PBS/T contendo 0,3% de gelatina (PBS/TG) e 150 ul das va
rias diluicdes foram adicionados aos orificios da placa
de poliestireno recobertos com o extrato bruto de cisticer -
cos. Apos incubacio, por 16 hor;s, a 49C, o material dos
orificios foi desprezado e os mesmos foram lavados 3 ve

Zzes com PBS/T. O0s conjugados foram diluidos em PBS/TG con

tendo 0 ,1M do acdcar especifico para a lectina (PBS/TGA) e

150 A1 das varias diluicdes foram adicionados aos orifi-

cios. Apos incubacdo, por 2 horas, a 370C, ¢ material dos
orificios foi desprezado e os mesmos foram lavados, como

ja descrito,

Na titulacao dos conjugados contendo WGA

foram adicionados aos orificios 150 H1 de uma SUSpeNnsao

de hemacias de carneiro a 0,04% em PBS. Apos 3 horas de
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incubacdo, a temperatura ambiente, o titulo do conjugado
foi avaliado como sendo a diluicao mais alta capaz de pro

duzir uma eritroadsorcao claramente definida.

Na titulag¢ao dos conjugados contendo con A
foram adicionados aos orificios 150 pl de uma solucao de
peroxidase a 10 pg/ml em PBS/T. Apos incubacao por 3 ho
ras a 3?9C, o material dos orificios foi desprezado e ,
apos 3 lavagens com PBS/T, ao0s mesmos forah adicionados -
150 ul de uma solucao de o-fenilenodiamina a 0,025% em
tampao fosfato de sodijo 0,01M pH:B,contendo[hSMTﬂﬂ de H,0, a
3%. Apds incubac§0 por 15 minutos, a temperatura ambien-
2, no escuroc, a reac¢ao foi blogueada pela adicdo de
50 u1 de HCY1 4N. As reagOes foram lidas a 492 nm, e o t1
tulo do conjugado foi avaliado como sendo a diluicao mais
altsa capaz de produzir uma reacdo positiva. A positivida

de das reacgoes foi determinada de acordo com Wolters et

alii (1976).

15. Pesquisa de anticorpos usando conjugados

contendo ltectinasg

Aos orificios das placas de poliestireno

recobertos com antigeno foram adicionados, em triplicata

150 ul de varias diluicdes de LCR ou soro em PBS/TG. A
pos incubagdo por 16 horas, a 49C, o material dos orifi-
cios foi desprezado e os mesmos‘foram lavados 3 vezes com
PBS/T. Foram entdo adicionados aos orificios 150 ul do

conjugado, diluido em PBS/fGA. Apos incubacao, por 2 ho

ras, a 370C, o material dos orificios foi desprezado e
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0os mesmos foram lavados como ja descrito.

Nas feacﬁes em que foram utilizados conjuga
dos contendo WGA, foram adicionados aos orificios 150 ul
de uma suspensac de hemacias de carneiro a 0,04% em PBS. Apos
tncubacao, durante 3 horas, a temperatura ambiente, o ti
tulo de anticorpos foi avaliado como sendo a diluicdsc mais

alta capaz de produzir eritroadsorcao claramente definida.

Nas reacoes em que foram utilizados conju-
gados contendo con A, foram adicionados aos orificios 150 ul
de uma soclucgao dg peroxidase a 10 pg/ml em PBS/T. ApoOs in
cubac¢ao, por 3 horés, a 379C, ¢ material dos orificios foi
desprezado e, apos 3 lavagens com PBS/T, aos mesmos foram
adicionades 150 g1 de uma solugdo de o-fenilenodiamina &
0,025% em tampao fosfato de s6dio a 0,01M pH=6, contendo
0,5 pl/m) de H,0, a 3%. Apos 15 minutos; a temperatura -
ambiente, no escure, a reacao foi bloqueada pela adigao
de 50 ul de HC1 4N. As reacoes foram lidas a 492 nm, e o
titulo de anticorpos foi avaliado como sendo a diluicio -
mais alta capaz de produzir wuma reacdo positiva. A posi-

tividade das reacSes foi determinada com¢ ja descrito.

16. Reacao de fixacaoc de complemento

As reacoes de fixacdao de complemento foram
realizadas de acordo com a téecnica de Kolmer, Spaulding &
Robinson (1951), com pequenas modificacdes, relativas ao
diluente e a concentracgdo de hemacias. 0O diluente usado

foi uma solucao salina tamponada com barbital, contendo
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calcio e magnesio, 0,154 pH=7,3 (BBS). A suspensio de

hemacias de carneiro foi padronizada de modo que uma di
lui¢ao a 1:10 em agua destilada fornecesse uma absorban-
cia igual a 0,5 % 0,01, a 545 nm (espectrofotdmetro BAUSCH

& LOMB).

Soros e LCR foram aquecidos a 560C durante
30 minutos e 0s soros foram pre-dituidos a 1:5% com BBS .
Em tubos de ensaio foram misturadoes 0,2 ml de varias di
1u1c6és de LCR ou soro e 0,1 ml de antigeno, previamente
titulado. Apos incubacao, por 10 minutos, a temperatura
ambiente, foi adicionado 0,2 m] de uma diluigdo pré-deter-
minada de soro de cobaja. A mistura foi deixada durante
16 horas a 40 C e em seguida 10 minutos a 379C. Foi en
tdo adicionado 0,1 ml de hemolisina, previamente titulada,
e 0,1 ml da suspensao de hemacias padronizadas. A mistu
ra fol colocada a 379C e, 10 miputos ap0s a hemdlise dos
controles o titulo de anticorpos feoi avaliado como sendo

a major diluicdo do LCR ou soro em que nao ocorria hemd-

1ise total,

17. Reacao de imunafluorescencia indireta

As reacgdes de imunoflucrescencia indire-
ta para cisticercose foram realizadas de acordo com a

tecnica de Machado, Camargo & Hoshino (1973).

Em 1aminas de microscopia, contendo frag

mentos de Cysticercus cellulosae fixados, foram aplica

dos 10 pl de varias diluicbes de LCR ou soro, em solucao
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salina tamponada com foéfatos 0,15 M pH=7,2 (STF). Apos
incubacao, por 30 minutos, em camara umida, a 3/79C, as
laminas foram lavadas 3 vezes, atraves de imersio, duran
te 10 minutos, em cubas contendo STF. Apos secagem, com
o auxilio de jato de ar quente, foram aplicados, i cada
ditui¢cao de LCR ou soro, 10 pl de anti-imunoglobulina to
tal humana marcada com fluoresceina, previamente titulada
e diluida em STF contendo 0,001% de azul de Evans. As 1a
minas foram deixadas em camara umida, a 379C, durante 30
minutos, e a seguir lavadas e secas, como ja descrito

As laminas foram montadas, com o auxT]io de glicerina tam
ponada, e observadas ao microscopio de fluorescéncia (mi-
croscopio Zeiss, MWest Germany). 0 titulo de anticorpos

foi avaliado como sendo a maior diluicdo do LCR oy Soro

capaz de produzir reaciao fluorescente nitida.

UNICAMEP
BIBLIOTECA CENTRAL
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1. Obtencdo da Igh humana

A IgG humana foi isolada, a partir da fra
¢ao globulina de um “pool" de soros humancs normais, por

cromatografia de troca ionica, em coluna de DEAE-celulose.

A fiqura 1 mostra o resultado da cromato -

grafia em DEAE-celulose.
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Figura 1. Cromatografia em DEAE-celulose da frac¢ao globulina de um
"pool" de sores humanos normais. Aliquota de 2 ml da fra
¢ao globulina foi aplicada a cotuna (1,4 x 13 cm), previa-
mente equilibrada com tampdao fosfato de sodio 0,01M pH=8. A
eluicao fol processada com o mesmo tampao a uma velocidade
de fluxo de & ml/hora (2 mi/tubo}.
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Apos a eluicdo foi obtido um uUnico pico.
As fracoes foram concentradas por ultrafiltracao e sua PU

reza foi avaliada por imunoceletroforese.

0 material foj submetido 3 eletroforese

nas condigoes descritas, e posteriormente revelado com S0

ro de burro anti-soro humano total.

Figura 2. Imunoceletroforese de soro humano normal (orificio superior)
e do material eluido em DEAF-celulose (orificio inferior) .
Os componentes foram separados por eletroforese e posterior
mente revelados com soro de burro anti-soro humano total.,

Como pode ser observado, a imunoceletrofore

se do material eluido em DEAE-celulose revela apenas um

arco de precipitac¢do, correspondente a IgG.

2. Obtencao da apti-IgG humana

Usando a IgG humana acoplada a Sepharose -
4B, como adsorvente, foi isoclado, a partir de sora de bur
ro anti-soro humano total, por Cromatografia de afinidade,
a fracao anti-IgG, como ja descrito. Nas condicdes utili-

zadas, foram isotadas 1,2 mg de-anticorpos-anti—IgG/mT de

Soro.
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A fracdo anti-IqG, obtida por <cromatografia
de afinidade, foi concentrada e sua pureza avaliada por

imunceletroforese.

Figura 3. Imunoceletroforese de sorc humanc normal (orificio superior)
e da IgG obtida através de cromatografia em DEAE - celulose
(orificio inferior). Os componentes foram separados por
eletroforese e posteriormente revelados com a fragao anti-
IgG obtida por cromatografia de afinidade.

Como pode ser observado, a fracao anti-IgG

obtida por cromatografia de afinidade, revela no soro hu

mano normal apenas um arco de precipitacao, corresponden-

te a IgG.

3, Purificacao da HWGA

A WGA foi purificada a partir de um extra-
to bruto da aglutinina, por cromatografias de troca ioni- -

ca, em colunas de DEAE e CM-celulose.

A figura 4 mostra o resultado da cromatogra -

fia em DEAE- celulose.
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Figura 4. Cromatografia em coluna de DFAE-celulose do extrato bruto
da WGA. Aliquota de 10 ml do extrato bruto contendo 210 mg
de proteina foi aplicada a coluna {2,1 x 39 cm), previamen-
te equilibrada com tampao Tris-HCI 0,01M, pH=8, 5 A eluicac
foi processada com o mesmo tampdo, a uma ve]0c1dade de flu
xo de 18m1/hora (5 ml/tubo). As cruzes no grafico indicam -
as fracoes nas quais foi detectada atividade hemaglutinante,

As fracoes com atividade hemaglutinante, eluj
das em DEAE-celulose, foram submetidas a cromatografia em

CM-celulose, nas condicdes ja descritas.

A figura 5 mostra o resultado da cromatografia

em CM-celulose.
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Figura 5. Cromatografia em CM-celulose das fracoes com atividade hema
glutinante eluidas em DEAE-celulose. Aliquota de 10 mi  do
material com atividade hemaglutinante, contendo 40 mg  de
proteina, foi aplicada a coluna (1,4 x 15 cm) previamente e
quilibrada com tampdo fosfato de sodio 0,001M pH=6. As fra
cGes foram eluidas por etapas ("step-wise") com tampac fos
fato de sodio .. 0,001M pH=6, tampao fosfato de sodio 0,001M
pH=6 contendo Nall 0,08 e tampio fosfato de sodio 0,001M -
pH=6 contendo NaCl 0,35M, a uma velocidade de fiuxo - de
30 ml/hora (3 ml/tubo). As setas indicam a troca dos  tam
poes de eluicao. As cruzes indicam as fracoes nas quais fol
detectada atividade hemaglutinante.
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4. Deteccao de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae, atra

ves das tecnicas ERYTRHO-LIT e ENZY-LIT, em LCR de na

cientes com neurocisticercose e em LCR de pacientes sem

suspeita c¢linica de neurocisticercose.

0 titulo de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae

fai avaliado, atraves das tecnicas ERYTHRO-LIT e ENZY-LIT
em 17 amostras de LCR de 12 pacientes com neurocisticercose,

e 0s resultados estao expressos no quadro I.
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QUADRPO I

ANTICGRPOS ANTI-CYSTICERCUS CELLULOSAE DETECTADOS POR

ERYTHRO-LIT E ENZY-LIT EM LCR DE PACIENTES COM NEURQCISTI

CERCOSE.
AMOSTRA TITULG DE ANTICORPQS

DE LR ERYTHRO LIT ENZY LIT
1 1:4096 1:4096
2 1:1024 1:2048
3 1:1024 1:1024

4 1:4 }:2
5 1:256 1:128
6 1:1024 1:1024
7 1:256 1:128
8 1:2048 1:2048

9 1:32 1:64
10a 1:1024 1:512
10b 1:512 1:512
1ia 1:512 1:256
11b 1:512 1:256
12a 1:256 1:256
12b 1:256 1:128
12¢ 1:256 1:128
12d 1:256 1:256

Varias diluicBes de LCR foram adicionadas aos orificios de placas de
poliestireno recobertos com extrato bruto de cisticercos. Apos incuba
cao, os orificios foram lavados e, aos mesmos, foi adicionado conjuga
do. Apos incubacdo e lavagem dos orificios, nas placas em que foi uty
lizado conjugado contendo WGA, foi adicionadc uma suspensac a 0,04 ¥
de hemacias de carneiro, e apos 3 horas de incubacao, a temperatura -
ambiente, o titulo de anticorpos foi avaliado; nas placas em que foi
utilizado conjugado contendo con A, foi adicionads uma solucao de
peroxidase. Apos incubagao e lavagem dos orificios foi adicionado o
substrato da enzima. ApOs incubacio, a reacdo enzimatica foi bloguea
da e o titulo de anticorpos avaliado. -
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Como pode ser observado, ndo ha uma diferen-
ca significativa, em termos de titulo de anticorpos, uti

lizando as 2 tecnicas.

0 tTtulo de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae

foi tambeém avaliado, atraves das tecnicas ERYTHRO-LIT e
ENZY-LIT, em 10 amostras de LCR de pacientes sem éuspeita

clinica de neuracisticercose.

Das amostras testadas, todas foram nio rea
gentes, com a tecnica ENZY-LIT e somente uma apresentou ti

tulo 1:2 com a tecnica ERYTHRO-LIT.

5. Comparacdo da técnica ERYTHRO-LIT com as tecnicas de

fixacio de complemento e de imunofluorescencia indireta.

Com o intuito de comparar os resuitados obti
dos com a teécnica ERYTHRO-LIT, com aqueles obtidos pelas
téecnicas de fixacado de complemento e imunofjuorescencia in

direta, o titulo de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae foi

avaliado em 34 amostras de LCR de 27 pacientes com neurocisticerco-

se e 0s resultados estao expressos no quadro II e na figu-

ra 6.




|
QUADRDPD II |
TITUL0 DE ANTICORPOS ANTI-CYSTICERCUS CELLULOSAE DETECTADCS !
FOR ERVTHRO-LIT, RFC E ¥FI EM LCR DE PACIENTES €O HEUBRGCIS ]
TLCERUGSE., _ é
I 9,
AMOSTRA TITULD DE ANTICORPDS :
DELCR ERYTHRO LIT RFC IF]
i 1:4096 1:64 1:32 i
Vi T 11024 1:8 1:8 g
3 1:1024 1:16 1:16
4 1: NR NR
5 17256 1:4 1:2
6 1:1024 1:8 1:4
7 1:256 1:4 1:4
3 1:2048 1:32 1:32
9 1:32 NR NR ;
10a 1:1024 1:8 1:8 i
10b 1:512 1:4 1:2 ;
11a 1:512 1:4 1:4 ;
1ib 1:612 1:4 1:4 g
12a 1:256 1:2 1:2 f
12b 1:256 1:2 1:2 ]
12¢ 1:2h6 1:2 1:1 !
17d 71256 1:4 1:2 .
13 1:512 1:4 1:4 %
14 1:2048 1:16 1:8 g
14 1:512 1:8 1:4
15 1:512 1:16 1:8 :
17 1:2048 1:32 1:16 f
13 1:512 1:8 1:4 ¢
13 1:512 1:16 1:8 3
23 1:2048 RAC 1:4 b
21 1:64 1:2 1:2 i
2?2 1:512 1:4 1:1 E
23 1:32 _ NR NR ‘
21 1:256 ' 1:8 1:4
25 1:1024 1:16 _ 1:16
25a NR NR NR b
25b NR NR NR E
27a 1:256 1:2 1:2 ' £
Z2/b 1:128 1:2 1:1 i

Anticorpos anti-Cysticercus cellulosae foram detectados em LCR de na
. Cientes com neuroci-ticercose atraves das tecnicas ERYTHRO-LIT, RFC e :

iFI. Na tecnica ERYTHRO-LIT foram utilizadas placas de poliestireno - iy

com urificios recobertos com o extrato bruto de cisticercos. Para a

RFC foi utilizado um extrato alco3lico de Cysticercus cellulosae. Pa

ra a IFI foi utilizado .aminas de microscopia contendo fraogmentos de
“Cysticercus cellulosae fixados. :

NR= nao reagente; RAC= rea¢3o anticomplementar
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Figura 6. Comparacdo dos resultados obtidos, na pesquisa de anticor -

pos anti-Cysticercus cellulosae, em LCR de pacientes com
neur?ciiticercose, Utilizando ERYTHRO-LIT (@), RFC (1) e
IFI (&). -

Como pode ser observado no quadro II e figu
ra 6, a sensibilidade da técnica ERYTHRO-LIT & maior do
que a da IFL ou RFC, respectivamente, 96,3%, 85,2% e 84 ,6%,
Isto & eyvidenciado pelo fato de 3 amostras de LCR, nume -
ros 4, 9 e 23, serem reagentes somente com a tecnica
ERYTHRO-LIT. Por outro lado nas amostras 26a e 26b, pro
venientes do mesmo paciente, nao foram detectados anticor-

pos com nenhuma das tecnicas usadas.

0 titulo de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae

tambem foi avaliado, atravées de ERYTHRO-LIT, RFC e IFI em
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19 amostras de soro provenientes de 14 pacientes com neuro

cisticercose, e os resultados estac expressos no quadro IIIL.

QUADRD III

TITULO DE ANTICORPOS ANTI-CYSTICERCUS CELLULOSAE, DETECTA-

DOS POR ERYTHRO-LIT, RFC E IFI, EM SORO BE PACIENTES COKM

NEUROCISTICERCOSE.
AMOSTRA TITULO DE ANTICORPQS
BE SORD ERYTHRO LIT RFC 1FI
] 1:8192(1:512) 1:16(1:4) 1:32{1:1)
2 1:8192(1:256) 1:32(1:8) 1:32(1:2)
3 1:16384(1:2048) § 1:32(1:16) 1:64(1:8)
4 1:8192(1:1024) 1:32{1:8) 1:64(1:4)
5 1:4096(1:256) 1:16(1:4) 1:32(1:2)
ga 1:8192(1:256) 1:16(7:4) 1:32(1:2)
6b 1:4096 1:8 1:32
7a 1:16384 1:32 1:256
7b 1:16384(1:1024) 1:32(1:8) 1:128(1:4)
8a 1:8192 1:8 1:32
8b 1:4096(1:512) RAC (1:4) 1:16(1:2)
9 1:256{1:4) NR (NR) NR (NR)
10 1:128(NR} NR {NR) NR (NR) |
M 1:8192 1:16 1:64 |
12a 1:16384 1:16 1:64
12b 1:8192 1:16 1:64
12¢ 1:8192 1:16 1:64
13 1:16384 1:8 1:64
14 1:8192 1:32 1:64

Anticorpos anti-Cysticercus cellulosae foram detectados no soro de pa
cientes com neurocisticercose atraves das tecnicas*ERYTHRO-LIT, RFC e
IFI. Entre parénteses, colocamos , quando possivel, os resuitados

obtidos com amostras de LCR dos pacientes, coletadas no mesmo dia das
amostras de sangue.

NR= nac reagente; RAC= reagao anticomplementar

0 titulo de anticaorpos anti-Cysticercus celiulosae

avaliado atraves da técnica ERYTHRO-LIT em 15 individuos-
aparentemente normais (alunos do 40 ano de Medicina) apre
sentou resultados que variaram de 1:128 a 1:2%6. Desse mo

do, as amostras de soro 9 e 10 devem ser consideradas co

mo ndo reagentes.
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Como ja enfatizado para o LCR, a sensibili-
dade da tecnica ERYTHRO-LIT & maior do que a da RFC ou

IFT, como pode ser observado no quadro III.

6. Pesquisa de anticorpos contra componentes do extrato

- bruto de cisticercos -em LCR e soro de pacientes com Tues.

Individuos com lues podem ter anticorpos ca
pazes de reconhecer componentes das preparacdes antigéni-

cas de Cysticercus cellulosae. Essa possibilidade foi

testada, usando o extrato bruto de cisticercos e a técni-
ca ERYTHRO-LIT, em 11 amostras de LCR de 8 pacientes com
neurolues e em 11 dmostras de sorg de 9 pacientes comlues,
e 0s resultados estao expressos respectivamente, nosquadres IV e V.

QUADRO IV

Ll bl B i) L gt N e . r——

rESQUISA DE ANTICORPOS CONTRA COMPONENTES 0

WATO BRUTO DE GISTL-
CERCOS EM ECR DE PACIEMTES COM KEUROLUES
AMOSTRA
OF 1CR TITULO DE ANTICORPOS
la 1:4(1:64;R)
1b = 1:2{1:32;R)
1c < 1:2(1:8 ;R)
2a 1:4{1:32;R)
2b < 1:2(1:8 ;R)
3 = 1:2(1:32;R)
4 = 1:2(1:163R)
5 < 1:2(1:32;R)
6 = 1:2(1:8 ;R)
7 <z 1:2(NR R}
8 < 1:2(1:8 ;R)

Anticorpos contra componentes do extrato bruto de cisticercos foram
avaliados por ERYTHRO-LIT em LCR de pacientes com neurolues.

Entre parenteses foram colocados, respectivamente, os resultados oh
tidos com a reacao de fixacdo de complemento para lues e FTA-Abs.

R= reagente
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QUADRGO Vv

PESQUISA DE AXTICORPOS CORTRA COMPONENTES DO EXTRATO BRUTO
DE CISTICERCOS EM SOROS DE PACIENTES COM LUES.

"AOSTRA

95 SORD TITULO DE ANTICORPOS
ta 1:256{1:128;1:512)
1h 1:256(1:128:1:512)
2a 1:256{1:32 ;1:128)
2b 1:512(1:128; - RAC)
3 1:256(1:64 31:256)
4 1:128(1:64 ;1:256)
5 1:256(1:128;1:512)
) 1:5712(1:32 ;1:64 )
7 1:256(1:128;1:256)
8 1:128(1:256; RAC )
g 1:256{1:64 ;1:256)

Anticorpos contra componentes do exirato de cisticercos foram avalia-
dos por ERYTHRO-LIT em soro de pacientes com lues. Entre parenteses -
foram colocados, respectivamente, os resultados obtidos com ¢ V.D.R.L.
e a reacao de fixagdo de complemento para lues.

RAC= reacdo anti complementar.

Como pode ser observado no quadro IV, das
amostras de LCR testadas; en apenaslz foram detectados an-

ticorpos contra componentes do extrato bruto de cisticercos,

¢, ainda assim, em titulos baixos.:

Com relagao a pesquisa no soro, das amostras
testadas, somente 2 apresentaram titulos superiores aqueles
encontrados em individuos normais, como pode ser observado

no quadro V.

7. Comportamento da tecnica ERYTHRO-LIT em amostras de LCR

e soro nao selecionadas

Com o intuito de verificar os resultados obtidos com

a tecnica ERYTHRO-LIT em material n3o selecionado, amostras de LCR e

soro de 45 pacientes, encaminhados para a coleta de LCR, foram anali-
sadas, sem conhecimento dos dados c¢linicos antes da realizacio dos

testes, e os resultados estao expressos no guadro VI.
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QUADRD VI

COMPORTAMENTO DA TECKICA ERYTHRO-LIT COM AROSTRAS NAG SELECIONADAS

AMOSTRA DE! DADOS CLINICOS TRANSCRITOS DA R.EQUISI(;KO, : LCR S0RO
LCR/SORO DE EXAMES
1 Crise convulsiva NR (NR) | 1:128(NR;ND)

2 Crise convulsiva _ 1:2(NRY § 1: 128 (NR:ND)

3 Crise convulsiva NR (NR) | L:64 (NR;ND)

4 Crise convilsiva NR (NR) | 1:256(1:2;NR)

5 Crise convulsiva NR (NR) | 1:512(NR;ND)

6 Crise convulsiva NR (NR) } 1:236(1:4;1:2)

7 Crige comnvulsiva NR (HR) | 1:256(NR:ND)

8 Crise convulsiva NR (NR) | 1:128{NR;ND)

9 Crise convulsiva _ "NR (NR) | 1:512(RAC;RAC)
10 Crise convulsiva : NR (NR) § 1:128(NR;ND)
11 Crise convulsiva NR (NR) | Ll:128(NR;ND)
12 Crise convulsiva : NR (NR®) | 1:128(NR;ND)
13 Crise couvulsiva NR (R) | 1:128(NR;ND)
14 Crise convulsiva NR (NR) | 1:256(1:2:1:2)
15 Crise convulsiva o NR (NR) [ 1:64 (NR;ND)
16 Crise convulsiva NR (NR) | 1:256 (NR;ND)
17 Crise convulsiva tonico-clonico generalizada NR (NR) | 1:256(NR;ND)
18 Crise convulsiva tonico clonico generalizada 1:8(NR) | 1:2048(NR;ND)
19 Crise convulsiva tonico clonico generalizada NR (NR) | 1:256(NR;ND)
20 Crises parciais complexas : NR (NR) { L:128(NR;ND)
21 Crises parcials complexas NR (NR){ L1:128 (NR;ND)
22 Crises parcials complexas NR (NR) | 1:128(NR;ND)
23 Crises parciais complexas ‘ NR (NR) | 1:128(NR;ND)
24 Crise epiléptica NR (NR){ 1:512 (NR;ND)
25 Triagem epiléptica NR (NR)| 1:128(NR;ND)
26 Cefaléia NR (NR)| 1:512 (NR;ND)
27 Cefaléia NR (NR)| 1:128(Ll:4:1:4)
28 Cefaléia . NR (NR) 1:256(NR ND)
29 Cefaleia NR (NR) | 1:512(1:4;1:16)
30 Cefaleia : NR (NR) 1:128(NR,ND)
31 Cefaleia vascular NR (WR)| 1:128(NR;ND)
32 Cefaleia vascular . NR (NR)| 1:64(IR;ND)

33 Cefaléia tenso vascular NR (NR) | 1:64(NR;ND)

34 Acidente vascular cerebral NR (HR)| 1l:128(NR;ND)

35 Acidente vascular cerebral ' NR (NR)!| 1:64 (NR;ND)

36 Seqliela de mielopatia cexrvical vascular ? NR (NR); l:64 (NR;ND)

37 Dlmlnulgao da forga muscular nos 4 membros NR (NR)| 1:256(NR;ND)

38 Atrofia de papila NR (NR)| 1:128(NR;ND)

39 Dor em hemiface direita ha 21 anos NR (NR}| 1:256(NR;ND)

40 Dificuldade para falar NR (NR)|[ L:128(NR;ND)

41 Diminuigac do equilibrio e tremores 1:2(NR)! 1:256(RAC;RAC)
42 Provavel aracnoidite NR (MR)] 1:256(1:4;1:32)
43 Lues secundaria : ¥R (NR) | 1:256(1:64;1:256)
44 VDRL. no sangue 1l:64 1:2(NR)| 1:128(RAC;RAC)
45 Historia de lues prim&ria NR (NR){ 1:128(NR:ND)

Em amostras de LCR e soro de 45 pacientes nio selecionados foi pesquisado a
presenca de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae utilizando a tecnica
ERYTHRO-LIT. Entre parenteses, na coluna do LCR, foram colocados os resul-

tados obtidos com a reacao de fixacao de comp]ementc para cisticercose. En

tre parenteses, na coluna do soro, foram colocados, respectivamente, os re
§ultados obtidos com a reacao de fixacao de complemento para cisticercose e
ues,

NR= ndc reagente; ND= nao determinado; RAC= reacdo anti complementar
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Como pode ser observado nc quadro VI, em SO
mente um dos pacientes (18) foi detectado anticorpos anti-

Cysticercus cellulosae em titulos significativos.

8. Fracionamento do extrato bruto de cisticercos por fil

tracdo em Sephadex G-200

A figura 7 mostra o resultado da cromatogra

fia do extrato bruto de cisticercos em Sephadex G-200.
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Figura 7. Cromatografia em Sephadex G-200 do extrato bruto de cisticer
cos. Aliquota de 2,5 ml do extrato bruto de cisticercos, con
tendo 11,25 mg de proteina, foi aplicada a coluna {2,1x98,5cm)
previamente equilibrada com tampao fosfato de sodio 0,01M/Nall
0,15M, pH= 7,2. A eluicao foi processada com o mesmo tampao a
uma velocidade de fluxo de 8 ml/hora (1,2 ml/tubo).

0 efluente da cromatografia em Sephadex 6-200 foi di
vidido em 3 fragoes (F I, F II e F III), que foram concentradas por ul

trafiltragdo e estocadas em freezer a - 809C até o momento do uso.



1

S

53

9. Localizagao de componentes antigenicos nas fracoes I ,

IT e IIl do extrato bruto de cisticercos reconhecidos

por anticorpos presentes em LCR de pacientes com neureo

cisticercose.

Com o intuito de verificar onde se locali-
zavam os componentes antigénicos reconhecidos por anticor
pos presentes em amostras de LCR de pacientes com neuro -
cist{cercose, olt?tulo de anticorpoé contra as fracgoes I,
IT e 1I1, obtidas por filtragdo do extrato bruto de cisti
cercos em Sephadex G-200, foi avaliado, por ERYTHRO-LIT ,

em 8 amostras de LCR, e os resultados estdo expressos nao

quadro VII.

QUADRDO VII

LOCALTZACAO DE COMPONENTES ANTIGENICOS NAS FRACOES I, II E III RE

CONHECIDOS POR ANTICORPOS PRESENTES Eif LCR DE PACIENTES COM NEUROCIS

TICERCOSE

AMOSTRA EXTRATC BRUTO DE

DE LCR CISTICERCOS P F 1l F 11t
13 1:512 = 1:8 12128 = 1:8
14 1:2048 < 1:8 1:512 < 1:8
15 1:512 < 1:8 1:128 =< 1:8
16 1:512 =< 1:8 1:128 < 1:8
17 1:2048 < 1:8 1:256 1:8
18 1:512 < 1:8 1:64 1:8
19 1:5312 < 1:8 1:2586 < 1:8
20 1:2048 = 1:8 1:512 < 1:8

Anticorpos contra o extratobruto de cisticercos e contra as fracoes I,

IT e II1, foram avaliados por ERYTHRO-LIT em LCR de pacientes com
neurocisticercose.

Como pode ser observado no quadro VII, a
grande maioria dos anticorpos € dirigida aos componentes

da fracao II.

R TR ST 3
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10. Verificacao da necessidade de utilizacdo de N-acetil -

D-glucosamina no sistema utilizado.

Com o intuito de testar a necessidade de
utilizagdo de N-acetil-D-glucosamina, no sistema utilizado,
7 amostras de LCR de pacientes com neurocisticercose foram
anatisadas, por ERYTHRO-LIT, wutilizando ou ndo o actcar

€ 0s resultados estao expressos no quadro VIII.

QUADRD VIII

VERIFICACRO DA NECESSIDADE DE UTILIZACEO DE N-ACETIL-D-GIUCOSAMIKA USAN
DO 0 EXTRATO BRUTO DE CISTICERCSS E CONJUGADO CONTENDO WGA.

AMOSTRA ERYTHRC LIT
DE LCR com N-acetil-D-glucosamina sem N-acetil-D-glucosamina
1 1:2048 1:2048
5 1:512 1:256
7 1:512 1:256
20 1:256 1:256
21 1:256 1:256
23 1:256 1:128
25 1:1024 1:512

Anticorpos contra os componentes do extrato bruto de cisticercos foram
avaliades por ERYTHRO-LIT, utilizando ou ndo N-acetil-D-glucosamina na
realizacao do teste.

Como pode ser observado no quadro VIII, no
sistema utilizado, ha a possibilidade de usar a tecnica

ERYTHRO-LIT sem a utilizacdo de N-acetil-D-glucosamina.
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A sintomatologia da neurocisticercose & muito
variada sugerindo diagnosticos neuroldogicos e psiquiatricos
diversos (REIS et alii, 1979; SHANLEY & JORDAN, 1980, NASH
& NEVA, 1984). Devido 3 grande variedade dos quadros cl1ini
cos apresentados pelos pacientes, o diagnasticoc c¢linico @
praticamente impossivel, quando ndao auxiliado pelos exames

laboratoriais,

Na neurocisticercose, dependendo da sensibili
dade da reacdo imunologica empregada, pode-se encontrar um
nimero significativamente grande de individuos comprovada-
mente doentes sem anticarnos demonstraveis. (FLISSER, PEREZ-MONTFART
& LARRALDE, 1979; FLISSER, WOODHOUSE & LARRALDE, 1980}. Livramento
(1981), utilizando imunofluorescéncia indireta ou reacio de Tixacao
de complemento nao conseguiu detectar anticorpos em 25% dos LCR de
pacientes com neurocisticercose.

0 uso de conjugados énticorpo-lectina permi-
tiu o desenvolvimento de técnicas imuno16gicas com alta sensibili-
dade, Em particular, o uso de eritrocitos como marcadores, na tec
nica ERYTHRO-LIT, torna o procedimento muite simples e barato.

Guesdon & Avrameas (1980, 1983}, em experimen
tos de titulagao de IgE em soros humanos, mostraram que a técnica
ERYTHRO-LIT foi capaz de detectar 1 a 2 UI de IgE/ml. Compa
rando esses resultados com agueles obtidos com ENZY-LIT e RADIO-LIT ,

concluiram que a tecnica ERYTHRO-LIT era tdo sensivel quan

to as 2 outras tecnicas.
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Embora os antigenos de Cysticercus . cellulosae

sejam capazes de induzir a producio de anticorpos de todas
as classes {FLISSER, WOODHOUSE & LARRALDE, 1980), os anti
corpos da classe IgG sao predominantes (FLISSER, WOODHOUSE &
LARRALDE, 1980; MILLER, HEINER & GOLDBERG, 1983; COSTA et
atii, 1985).

; -
Nos comparamos os resultados obtidos, em

termos de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae, em LCR

de pacientes com neurocisticercose, com 'as_ técnicas

ERYTRRO-LIT e ENZY-LIT, usando, respectivamente, conjuga -

dos anti-IgG: WGA e anti-IgG: con A, e mostramos que as
tecnicas tem a mesma sensibilidade.

Com relacao as amostras de LCR de pacientes

Co sem suspeita c¢linica de neurpcisticercose testadas, somen-

te uma foi reagente com a técnica ERYTHRG-LIT, e mesmo assim

com titulo de 1:2.

Devido d sua sensibilidade, comparivel a

uma tecnica imunoenzimatica, como a técnica ENZY-LIT, pela

reprodutibilidade, por nos testada, pela simplicidade e
baixo custo, e pelo fate da WGA poder ser purificada, de
modo relativamente facil, a tecnica ERYTHRO-LIT nos pare
ceu uma tecnica adequada para ser usada na pesquisa de an

é ticorpos anti-Cysticercus cellulosae no LCR.

Pelo fato das reacdes de fixacdo de comple
mento e imunofluorescencia indireta, serem ainda as tecni
€as mais utilizadas na rotina laboratorial Para a detecc¢do

de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae, devido, princi-

palmente, a simplicidade das tecnicas e 3 disponibilidada

UNIC AP
BIBLIOVC LY CENTDAL

e ey e e w L




58

comercial dos reagentes empregados, procuramos comparar os
resultados obtidos utilizando essas tecnicas convencionais
com agueles obtidos usando ERYTHRO-LIT, em LCR de pacientes
com neurocisticercose. Embora o valor da pesquisa de anti-

corpos anti-Cysticercus cellulosae no sangue seja menor do

que no LCR, em vista das dificuidades e problemas ineren -
tes a - coleta desse material, o comportamento da técnica
ERYTHRO-LIT foi também verificado em amostras de soros de

pacientes com neurocisticercose.

Os resultados obtidos mostraram, como ja es
perado, uma maior sensibilidade da técnica ERYTHRO-LIT. Is
to foi evidenciado pelo fato das amostras de LCR, numeros
4, 9 e 23 apresentarem, respectivamente, tTtulos de 1: 4,
1:32 e 1:32 com a tecnica ERYTHRO-LIT, enguanto que atra -

ves de fixacao de compiemento ou imunofluorescencia indire

ta foram ndo Feagentes (QUADRO IT1).

Com relacdo a pesquisa de anticorpos no soro
usando ERYTHRO-LIT, deve ser sa1}entado que a técnica  so
foil capaz de discriminar, no sentido diagnostico, titulos
de anticorpos acima de 1:256, valor Timite estabelecido com
0 conjunto de soros normais utilizado. Das amostras de 50
ros de pacientes com neurccisticercose testadas duas apre-
sentaram valores de 1:256. As demais, apresentaram titulos
que variaram de 1:4096 a 1:16384. Embora os resultados ob-

tidos com os soros sejam interessantes, deve ser, mais uma

vez, ressaltado que na pesquisa de anticorpos anti -

Cysticercus celluiosae no LCR, ha maior seguranca diagnos
tica em vista da baixa frequencia com que ¢ SNC, no nosso meio,e

parasitade por outros cestdides (LIVRAMENTO, 1980). 0 mesmo
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ja ndo ocorre com a pesquisa de anticorpos no sangue, de
modo que os resultados obtidos com 0s soros exigem a rea-
lizac3do de experiencias adicionais para a avaliacao do seu

valor diagnostico real.

Com a introducao da tomografia computadori-

zada (HOUNSFIELD, 1973; AMBROSE, 1973) houve um grande

avanco na propedeutica radioldgica clinica do SNC.

Ahtomografia computadorizada colaborou deci
sivamente na elucidacao diagnostica de diferehtes formas de
neurocisticercose. Esse metodo de investigacao fornece da-
dos sobre a extensao e localizacao das lesoes causadas pe
fo parasita, permite avaliar o grau de comprometimento das
estruturas cranianas, permite o acompanhamento evolutivo e

a avaliacido do efeito da terapéutica sobre as Tesdes ( MINGUETTI

& FERREIRA, 198Z2).

No presente trabalho foram utilizadas 34 amos
tras de LCR de 27 pacientes com neurocisticercose, dos
quais 20 haviam se submetido a tomografia computadorizada

{(QUADRD II - pacientes n9s. 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,11,

15,19, 20, 21, 22, 23, 24,25, 26 e 27). Com excecao de um pa
ciente (QUADRO I[I-paciente n® 22) com tomografia computado
rizada normal, os demais tinham a tomografia com imagens

compativeis com a presenca de cisticercos no SNC.

Nos pacientes em que as amostras de LCR fo
ram reagentes por ERYTHRO-LIT e nao reagentes por RFC e
IFI (QUADRO II- pacientes n9s 4, 9 e 23} a tomografia com-
putadorizada revelou imagens compativeis com a presenca de

cisticercos no SNC. Alem disso, na verificacio do comportamento

R P TR FUNT N o S S BTN S T
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da técnica ERYTHRO-LIT em amostras de LCR de pacientes nao
selecionados, a Unica amostra com valor significativb per-
tencia a um paciente em que a tomografia computadorizada ,
realizada posteriormente ao teste imunologice, com base em

nosso pedido, revelou a presenca de imagens compativeis com

cisticercos ao nivel do SNC. (QUADRO VI- paciente n® 18)

Imagens sugestivas de cisticercos, tambem
foram detectadas em um paciente (QUADRO II - paciente no
26} em cujas amostras de LCR nao foram detectados anticor-

pos com nenhuma das tecnicas utilizadas.

Cabe ressaltar que essas mesmas amostras ja
tinham sido analisadas pelo Centro de Investigacoes em Neu
rologia da Universidade de Sao Paulo, que tambem nao conse

guiu detectar anticorpos atraves de ELISA, RFC e IFI.

No grupo de pacientes com neurocisticercose
havia um paciente (n® 22) com tomografia computadorizada

normal e ERYTHRO-LIT, RFC e IFI reagentes.

Embora a tomografia computadorizada tenha
permitide grandes progressos no estudo da neurocisticerco-
se, deve ser salientado que quando se diagnostica a doenca
poer este procedimento, a dificuldade que se encentra e

a grande variedade das lesoes causadas pelo Cysticercus

cellulosae no SNC e a similaridade que algumas delas tem

com outras, de diferente natureza, ocupando o mesmo espa-
¢o e formando potencialmente a mesma imagem (MINGUETTI &
FERREIRA, 1982). 0 diagndstico por tomografia computadori-
zada tambem se torna dificil dependendo do numeroc e ltoca-

lizacae dos parasitas. Lesdes unicas e cistos sub-aracndides
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e intra-ventriculares s3o de dificil deteccao (MﬁH:&NEVA,
1984). Alem disto o alto custo dos tomdografos computadori-
zados, a manutencac tecnica dificil e os gastos operacio -
nais elevados tornam este tipo de recurso diagnostico ina-
cessivel para.muitos paises em desenvolvimento onde a inci
dencia de neurocisticercose & bastante alta (MINGUETTI &

FERREIRA, 1982).

Diante disto, diversos grupos estudando neu
rocisticercose salientam a importancia da pesquisa sistema

tizada de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae, mediante

varios tipos de reacles imunoclogicas.

Varios autores tem salientado a dificuldade
no diagnostico diferencial entre neurolues e neurocisticer
cose, sendo frequente o aparecimento de reacdes cruzadas

5, Bti & DINIZ, 1949; LIVRAMENTO, 7987;

t
—i

WILLIAM3, 1948; R

~

COSTA et alii, 1982),

Utilizando a tecnica ERYTHRO-LIT, nos pes -
quisamos a presenca de anticorpos contra componentes do
extrato bruto de cisticercos em 11 amostras de LCR de 8 pa
cientes com neurolues e em 11 amostras de soro de 9 pacien
tes com lues. Das amostras de LCR testadas em apenas 2 fo

ram detectados anticorpos e em ambas o titulo foi 1:4 s
(QUADRO IV amostras la e 2a). Comrelacio a pesquisa no so-
ro deve ser lembrado que a tecnica so e capaz de discrimi-
nar valores acima de 1:256. Desse modo, em somente 2 amos-

tras foram encontrados valores acima do poder discriminati

vo do teste (QUADRGC V - amostras 2b e 6).

Considerande os titulos de anticorpos encontrados contra

e al cim b . L
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componentes do extrato bruto de cisticercos, em LCR de pa-
cientes com neurocisticercose e neurolues, fica evidente

que reacoes cruzadas,quando ocorrem, se manifestam com titu

los baixos de anticorpos.

Na pesquisa de anticorpos anti- Cysticercus

cellulosae, uma serie grande de preparacdes antigénicas tem

sido usadas (BIAGI & TAY,1958;PROCTOR, POWELL & ELSDON - DEW,
]966;.MAHAJAN, CHITKARA & CHOPRA, 1974; FLISSER et alii ,

1975; FLISSER, PEREZ-MONTFORT & LARRALDE, 1979; COSTA et

atii, 1982; FLISSER et alii, 1982; NASCIMENTO & MAYRINK, 1984).

Em 1958, BIAGI & TAY fizeram 22 preparacoes

antigénicas, a partir de Cysticercus cellulosae total,flui

do vesicular, escolex e membrana, empregando diferentes me
todos. Utilizando reacoes de precipitacdo em tubos, atra -

veés de cstudes de sensibilidade e especificidadn, selecic-

naram uma preparacao obtida a-partir de cisticerco total
Esta consistia basicamente de um extrato salino dos parasi

tas, previamente macerados e lavados 3 vezes com acetona.

Em 1975, Flisser et alii, utitizande soros
de individuos com diferentes probabilidades de terem cisti
cercose e tres preparacOes antigénicas obtidas a partir de
escolex, parede e 1iquido vesicular, mostraram que a menor
quantidade de resultados falso-positivos era encontrada
usando a preparacao de parede, sgguida pelas preparacoes de
escolex e 17quido vesicular; a menor quantidade de resulta
dos falso-negativos era encontradalcom a preparacaoc de es-

colex, seguida pelas preparacdes de 17quido vesicular e

parede,
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No presente trabalho nos usamos um ektrato
calino dos parasitas apos a retirada do fluido vesicular e

tratamento com acetona.

0 uso de extratos brutos de parasitas, como
fonte de antigenos, pode explicar a falta de sensibilidade
e/ou especificidade dos metodos imunodiagndosticos. Nos ex
tratos brutos, antigenos relevantes podem estar em concen-
tracfes inadequadas, bem como materiais estranhos ao para-

sita podem estar presentes (FLISSER, PEREZ-MONTFORT &
LARRALDE ,1979).

0 perfil de eluicado do extrato bruto de cis

ticercos de Taenia solium em Sephadex G-200 revelou 2 pi-

cos distintos e, entre os mesmos, varios picos menores, se
melhante ao perfil obtido por Kwa & Liew {1977) com o ex -

Lrato Druto de cisticercos de laenia taenjaeformis. Usando

LCR de pacientes com neurocisticercose nds mostramos que a

grande maioria dos anticorpos anti- Cysticercus cellulosae

era dirigida aos componentes da fracao I! (QUADRD VII).

Embora com titulos baixos, em amostras de
LCR de pacientes com neurolues foram detéctados, por ERYTHRO-LIT,
anticorpos capazes de reconhecer componentes do extrato bru-
to de cisticercos. Futuramente, seria interessante verifi-
car se esses anticorpos reconhecem preferencialmente compo
nentes de uma das fragoes obtidas com a crematografia do
extrato bruto de cisticercos em éephadex 6G-200, particular

mente componentes das fracoes I e III.

Para realizacado da teécnica ERYTHRO-LIT usan

do conjugado anticorpe - WGA a maior dificuldade,em relacio
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aos reagentes € a obtengdo do acgUcar N-acetil-D-glucosami-
na. Na tecnica, o conjugado & normalmente diluido em meio
contendo o acucar especifico para a lectina usada, afim de
gue os sitios ativos da lectina sejam ocupados e nio rea -

Jam com eventuais constituintes da preparacio antigenica.

No presente trabalho, ndos testamos a possi-
bilidade ée usar conjugado anticorpd ~-WGA diTuido em meio
sem o agucar. Com a preparacdo antigenica usada, os fesu1tg
dos obtidos permitem concluir que nao had necessidade: de
Usar o0 acucar em questao. Esse fato, vem comprovar, mais

uma vez, a utilidade da técnica ERYTHRO-LIT para fins de

diagnostico e pesquisa.




VI - RESUMO E CONCLUSOES
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1. As tecnicas ERYTHRO-LITe ENZY-LIT s3o basea-
das na utilizacao de conjugados contendo lectinas com afinidade pa
ra porcoes de carboidratos presentes, respectivamente, -em
eritrocitos e enzimas. A comparacao dos resultados obtidos
com as teécnicas ERYTHRO-LIT e ENZY-LIT, em termos de titu-

lo de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae. em amostras

de LCR de pacientes com neurocisticercose, mostrou que as

duas tecnicas tem a mesma sensibilidade.

2. A comparacao dos resultados obtidos na

pesquisa de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae, em LCR

e sdro de pacientes com neurocistiéercose, utilizando
ERYTHRO-LIT e as reacBes convencionais de fixa¢do de comple -
mento e imunofluorescencia indireta, mostrou, como j3 espe
rado, uma maior sensibilidade da tecnica ERYTHRO-LIT. Isto
foi evidenciado, em particular, pelo fato de amostras de
LCR de tres pacientes apresentarem titulos de 1:4, 1:32 e
1:32 com a tecnica ERYTHRO-LIT enquanto que atraves de reacio

de fixacao de compjemento e imunofluorescéncia indireta fg
ram nao reagentes. De importancia € o fato dos trés pacien
tes terem tomografia computadorizada compativel com a pre-
senca de cisticercos ao nivel do SNC. No soro a témﬁc&

ERYTHRO-LIT 50 foi capaz de discriminar,no sentido diagndstico,




67

valores acima de 1:256, valor este estabelecido com um con

junto de soros normais, tratado nas mesmas condigoes.

3. No grupo estudado de 27 pacientes com neu
rocisticercose, 20 haviam se submetido a tomografia compu-
tadorizada. Em um dos pacientes, cuja tomografia revelou
imagens compativeis com a presenca de cisticercos ao nivel
do SNC, n3o foram detectades anticorpos com. nenhuma das tec-
nicas utilizadas. Por butro lado, em outro paciente com
tomografia computadorizada normal foram detectados anticor
pos atraves de ERYTHRO-LIT, reacac de fixacao de comple-
mento e imunofluorescencia indireta. Isto ressaita a impor
tancia da pesquisa sistematizada de antiéorpos anti-

Cysticercus cellulosae em amostras de LCR de pacientes

com suspeita de neurocisticercose.

P
[

4., Anticorpos anti-Cysticercus celiuiosae Turam

pesquisados atraves de ERYTHRO-LIT, reacdo de fixagao de
complemento e imunofluorescencia indireta em amostras de LCR e.soro
de 45 pacientes nio selecionados, sem o conhecimente prévio dos da
dos c¢linicos. Dos pacientes estudados havia um em gue as amostras de
LCR e soro apresentaram, respectivamente, titulos de 1:8 e
1:2048, enquanto que as reacoes de fixacao de complemento
e imunofluorescéncia indireta, tanto no LCR como no soro
foram niaoc reagentes. Nesse paciente a tomografia computado
rizada, realizada posteriormenté, a nosso pedido, revelou a

presenca de imagens compativeis com neurocisticercose.

5. Uma serie de trabalhos tem ressaltado a
dificuldade no diagnﬁstico diferencial entre neurolues e

neurocisticercose, sendo freqllente o aparecimento de reacoes
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cruzadas. Considerando os titulos Qe anticorpos encontra
dos contra os componentes do extrato bruto de cisticercos,
em LCR e soro de pacientes com neurocisticercose e neuro -
lues, fica evidente qUe reacoes cruzadas, quando ocorrem,
se manifestam com titulos baixos de anticorpos. Das onze
amostras de LCR de pacientes com neurolues testadas, em 50
mente duas foram detectados anticorpos contra os componeh-
tes de extrato bruto de cisticercos, e em ambas o titulo
foi de 1:4. Daz onze amostras de soro testadas, em somen

te duas o titulo encontrado (1:512) foi maior do que 1:256.

6. 0 perfil de eluicao de extrato bruto de
cisticercos em Sephadex G-200 revelou 2 picos distintos
(fracoes I e III) e, entre oS mesmos, varios picos menores -
(fracao 11). Utilizando a tecnica ERYTHRO-LIT foi mostra
do que a grande maioria dos anticorpos anti-Cysticercus cellulosae ,

presentes em LCR de pacientes com neurccisticercose, & di

rigida contra componentes da-fracéo II.

7. Devido d sua sénsibi]idade, comparave] a
uma tecnica imuncenzimatica, pela reprodutibilidade, pela
simplicidade, baixo custo e facil disponibilidade dos rea
gentes em nosso meio, a tecnica ERYTHRO-LIT pode ser consi
derada como uma otime alternativa para os testes convencio
nais de rotina e de pesquisa, tendo sido demonstrado, a
nosse ver, ser uma tecnica adequada para & pesguisa siste

matizada de anticorposanti-Cysticercus cellulosae, em par

ticular no LCR.



VII - REFERENCIAS BIRLIOGRAFICAS



70

ACHA, P. N. & AGUILLAR, F. J. Studies on cysticercosis in

Central America and Panama. Am., J. trop. Med, Hyg.

13(1):48-53, 1964,

AMBROSE, J. Computerized transverse axial scanning

(tomography): II. €linical application. Br. J.Radiol.,
46(552):1023-47, 1973.

ARAMBULO ITII, P.V.; WALLS, K. ¥W. ; BULLOCK, 5. & KAGARN,
I.G. Serodiagnosis of human cysticercosis by microplate

enzyme -~ linked immunospecific assay (ELISA) Acta trop.,
Basel, 35(1):63-7, 1978.

BIAGI, F. F. & PINHA, A. P. Presence of antigens in calcareous

corpuscules of cysticercus. Revta, Inst, Med.trop

S Paulo, 6(3):114-6, 1964,

BIAGI, F.F. & TAY, J. A precipitation reaction for the
diagnosis of cysticercosis. Am. J. trop., Med., 7:(1):

63-5, 1958.




71

BIAGI, F. & WILLMS, K. Immunologic problems in the

diagnosis of human cysticercosis. Annls. Parasit.hum

comp., 49(5):509-13, 1974.

BIGUET, J.; CAPRON, A.;_KY, P. T. & HAUSSY, R. Etude immuno
electrophorégtique comparée des antigénes de divers

helminthes. C. r. hebd. S@anc. Acad. Sci. Paris, 254:

3600-2, 1962,

BROTTO, W. Aspectos neurocldogicos da cisticercose. Archos

Neuropsiquiat., S Paulo, 5(3):258-94, 1947.

CANELAS, H.M., Neurocisticercose: incidéncia, diagnosti-

co e formas clinicas. Archos Neuropsiquiat. S Paulo

¥

20(1):1-16, 1962.

COSTA, J.M.; FERREIRA, A.W; MAKINO, M. M. & CAMARGO, M.E.
Spinal fluid immunoenzimatic assay (ELISA) for

neurgcysticercosis., Revta.Inst. Med.trop. S Paulo

24(6):337-47, 1982,

COSTA, J. M.; MINEO, R.; LIVRAMENTO, J.A. & CAMARGD ,
M. E. Deteccao pelo teste imunoenzimatico ELISA de
gnticorpos IgM anti-Cysticercus cellulosae. - Archos

Neuropsiquiat. S Paulo, 43(1)}:22-8, 1985,

FLISSER, A.; TARRAB, R.; WILLMS, K. & LARRALDE, C. Immuno
electroforesis y doble immunodifusion en el diagnostico

de la cisticercosis cerebral humana. Arch. Invest.med.,

Mexico, 6(1):1-12, 1975,



12

FLISSER, A.; PEREZ.MONTFORT, R. & LARRALDE, C. The
immunology of human and animal cysticercosis., Bull .

¥1d Hlth. Org., 57(5):839-56, 1979,

FLISSER, A.; WOODHQOUSE, E. & LARRALBE, C. Human cysticercosis:

antigens, antibodies and non-responders. Llin. Exper,

Immunol. 39(1):27-37, 1980.

FLISSER, A.; RIVERA, L.; TRUEBA, J.; ESPINOZA, B,
YAKOLEFF-GREENHQUSE, Vv.; SIERRA, A. & LARRALDE, €

Immunology of human neurocysticercosis. In: Flisser

A.; Willms, K.; Laclette, J.P.; Larraide, C.; Ridaura,

C. & Beltran, F., ed. Cysticercosis; presént state of

knowledge and perspectives, New York, Academic, 1982,

p. 549-563.

GARVEY, J. S.; CREMER, N.E. & SUSSODORF, D.H. Methods in
Immunology, a laboratory text for instruction and

research. Massachusetts, W. A. Benjamin, 1977, 545 p.

GUESDON, J.L. & AVRAMEAS, S. Lectin immuno tests

quantitation and titration of antigens and antibodies

using lectin-antibody conjugates. J.Immunogl.Methods ,

39(1/2):1-13, 1980,

GUESDON, J.L. & AVRAMEAS, S. \Use of lectin - antibody
conjugates for quantitation and titration of antigens

and antibodies. Meth.Enzym., 92:489-98, 1983.




73

CUTLAIN, G.; PERON, N & THEVENARD, A. Le lTiquide

cephalorachidien dans la cysticercose c&rébrale. C. r.

Seanc. Soc. Biol., Paris, 95:455-7, 1926.

HOUNSFIELD, G. N. Computerized transverse axial scaning

(tomography). 1I. Description-of system. Br. J.Radicl.,
46(552):1016-22, 1973,

KOLMER, J.A.; SPAULDING, E.H. & ROBINSON,.H.N. Methods
for conducting complement fixation tests for syphilis

and other diseases. In: Approved Laboratory Technic

New York, Appleton, 1951, p. 797-855.

KWA, B. H. & LIEW, F.Y, Immunity in taeniasis-cysticercosis

I. vaccination against Taenia taeniaeformis n rats

using purified antigen. J.exp.Med., 146(1):118-31, 1977/.

L ANGE, O. Sindromo liquorico da cisticercose encéfalo =~ -

meningéia. Revta. Neurol. Psychiat., S Paulo, 6 (2)

35-47, 1840,

LIVRAMENTO, J.A. Contribuigdo de reacoes de imunofluores-
céncia no liquido cefalorraqueano ao estudo da neurocis
ticercose. S3o0 Paulo, 1980. (Tese-Doutorado) Faculdade

de Medicina, Universidade de Sao Paulo.



74

LIVRAMENTO, J.A. Contribuicdo de reacdes de imunofluores
cencia no 1iquido cefalorraqueano ao estudo da neurc-

cisticercose. Archos Neuropsiquiat., S Paulo, 3 (3)

261-78, 1981.

MACHADO, A.J.; CAMARGO, M. E. & HOSHINO, S. Reacio  de
imunofluorescéncia para a cisticercose com particulas
de Cysticercus cellulosae fixadas a laminas de micros

copia. Revta. Soc.bras. Med. Trop. 7{(3}: 181-3, 1973.

MAHAJAN, R.C. Geographical distribution of human
cysticercosis. In: Flisser, A.; Willms, K.; Laclette,
J.P.; Larralde, C,; Ridaura, C. & Beltran, F. ed.

Cisticercosis; present state of knowledge and

perspectives, New York, Academic, 1982, p.39-46.

MAHAJAN, R.C.; CHITKARA, N.L. & CHOPRA, J.S. Evaluation
of cysticercous and adult worm antigens in serodiagnosis

of cysticercosis. Indian J. med.Res., §§(9):1310—13
1874,

>

MILLER, B.L.; HEINER, D.; GOLDBERG, M.A. The immunology

of cerebral cysticercosis. Buli.clin.Neurosci., 48

18-23, 1983.

MINGUETT!, G. & FERREIRA, M.V.C. Acio de corticoides na

fase aguda da neurocisticercose. Archos Neuropsiquiat.,

S Paulo, 40(37):77-85, 1982.




75

NAGATA, Y. & BURGER, M. M. Wheat germ agglutinin. Isolation

and crystallization : J . bio, Chem., 247(7):2248-50
1672.

*

NAGATA, Y.; GOLDBERG, A.R. & BURGER, M.M. The 1isoJation
and purification of wheat germ and other aggiutinins

Meth.Enzyn., 32:611-5, 1974.

NASCIMENTO, E. & MAYRINK, W. Avaliacio de antgemos  de
Cysticercus cellulosae no imunodiagnostico da cisticerco

se humana pela hemaglutinacdo indireta., Revta. Inst

Med. trop., S Paulo, 26 (6):289-94, 1984,

NASH, T. E. & NEVA, F.A. Recent advances in the diagnosis

and treatment of cerebral cysticercosis. HNew Engl.J.Med

311(23):1492-5, 1984,

NIETO, D. Historical notes on cysticercosis. In: Flissar

>

A.; Willms, K.; Laclette, J.P.; Larralde, C.; Ridaura, C.

& Beltran, F., ed. Cysticercosis; present state of

knowledge and perspectives, New‘York, Academic, 1982

p. 1-7,

PETITHORY, J.; JAY, M. & FEILLET, M. Le diagnostic par
immunoelectrephorese et Ouchterlony de Ta cysticercose

Encephale, 60{1):24-35, 1971,



76

PROCTOR, E.M.; POWELL, S.J. & -ELSDON-DEW, R. The

serological diagnosis of cysticercosis. Ann.trop.Med

Parasit., 60(2):146-51, 1966.

REIS, J.B.; BEI, A.; DINIZ. H.B. Dificuldade no diagnos-
tico diferencial entre cisticercose encefilica e neuro

lues., Archos Neuropsiquiat., S Paulo, 7(2):156-64
1949,

>

REIS, J. B.; BEI, A.; REIS-FILHO, J. B. & NASSER, J. L
quido cefalorraquianc na cisticercose encefilica

Archos Neuropsiquiat., S Paulo, 37(2):113-26, 1979.

SCHENONE, H.; VILLARROEL, F.; ROJAS, A. & RAMIREZ, R
Epidemiology of human cysticercosis in Latin America
i55er, A.; Willms, K.; Laciette, J.P.; Larralde,

€.; Ridaura, C. & Beltran, F., ed. Cysticercosis ;

present state of knowledge and perspectives, New York,

Academic, 1982, p. 25-238.

SHANLEY, J.D. & JORDAN, M. C. Clinical aspects of  CNS

Cysticercosis. Arch. int. Med., 140(310):1309-13, 1980.

SPINA-FRANCA, A. Cisticercose do sistema nervoso central.

Consideracoes sobre 50 casos. Revta. paul.Med., S Paulo,

48(1):59.70, 1956,




77

SPINA-FRANCA, A.; LIVRAMENTO, J.A.; BACHESCHI, L.A. &
GARCIA-LOPES, P. Cerebrospinal fluid immunoglobulins in

cysticercosis of the central nervous system, Archos

Neuropsiquiat. S Paulo, 34(1}:40-5, 1976.

TAKAYANAGUI, O.M, & JARDIM, E. Aspectos clinicos da neuro

cisticercose, Analise de 500 casos. Archos neuropsiquiat.,

S Paulo, 41(1):50-63, 1983.

VAERMAN, J.P.; HEREMANS, J.F. & VAERMAN, C. Studies
of the immunoglobulins of human serum. I.A methed for.
the simuTtanéous isolation of the three 1mmumglomﬂins
{gamma~SS, gamma-1M and gama-1A) from individual small

serum samples, J. Immun.,Ql(i):?-]U, 1963,

WILLIAMS, A.A. Cysticercosis cerebri mistaken for cerebral]

syphilis; report of a case. Lancet, 255(2):144, 1948,

WILLIAMS, J.F. & SANDEMAN , R.M. ~Antigens of Taeniid

cestodes. In: Flisser, A.; Willms, K.; lLaclette, dJ.P.

Larralde, C.; Ridaura, C. & Beltran, ed. Cysticercosis;

present state of knowledge and perspectives, New York,

Academic, 1982, p. 525-537,

WILLMS, K. & ARCOS, L. Host serum proteins on the
cysticercus surface identified by an ultrastructural -

immnunocenzyme technique. Expl. Parasiti., 43:396-406

1977.



78

WOLTERS, G.; KUIJPERS, L.; KACARI, J. & SCHUURS, A. -

Solid-phase enzyme-immunoassay for detection of hepatitis

B surface antigen. J. clin., Path., 29:873-9, 1976.

WOODHOUSE, E.; FLISSER, A. & LARRALDE, C. Seroepidemiology

of human cysticercosis. In: Flisser, A.; Willms, K

Laclette, J.P.; Larralde, C.; Ridaura, C. & Beltran, F.

ed. Cysticercosis; present state of knowledge and

perspectives, New York, Academic, 1982; p.11-23.



