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RESUMO



A neurocisticercose (NC) é uma importante causa de doenga neurologica em
muitos paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil. O diagndstico clinico da NC é
dificultado pelo polimorfismo e pela ndo especificidade dos sintomas. As técnicas de
neuroimagem e pesquisa de anticorpos especificos tém contribuido para o diagndstico da
NC e uma melhor compreensao dos processos fisiopatoldgicos dessa infecgao.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar, por meio de técnicas
imunoenzimaticas (ELISA), a resposta imune humoral na NC, utilizando como
preparagdes antigénicas o liquido vesicular (LV) e uma fracao glicoproteica obtida do
extrato bruto de cisticercos de Taenia solium (T. solium) com afinidade por lentil-lectina
(fracdo Gp). Cinquenta e seis amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR), 22 de
pacientes com NC e 34 de pacientes com outros problemas neuroldgicos, foram utilizadas
para a pesquisa de IgG e suas subclasses, com os seguintes resultados: 1gG-LV: 100%
de sensibilidade e especificidade; 1gG+-LV: 72,73% de sensibilidade e 100% de
especificidade; 1gG.-LV: 81,81% de sensibilidade e 100% de especificidade; 1gG;-LV:
59,09% de sensibilidade e 97,06% de especificidade; 1gG4-LV: 90,91% de sensibilidade e
97,06% de especificidade; IgG-fragdo Gp: 90,91% de sensibilidade e 97,06% de
especificidade; 1gG;-fracdo Gp: 59,09% de sensibilidade e 91,18% de especificidade;
IgG,-fracdo Gp: 68,18% de sensibilidade e 94,12% de especificidade; 1gGs-fracao Gp:
36,36% de sensibilidade e 100% de especificidade; IgGs-fracdo Gp: 86,36% de
sensibilidade e 100% de especificidade. Quarenta e sete amostras de LCR, 16 de
pacientes com NC e 31 de pacientes com outros problemas neurolégicos foram utilizadas
para a pesquisa de IgE, com os seguintes resultados: IgE-LV e IgE-fracdo Gp: 93,75% de
sensibilidade e 100% de especificidade. Cinquenta e sete amostras de soros, 22 de
pacientes com NC, 18 de pacientes com outras infeccdes e 17 de pessoas

presumivelmente sadias, foram utilizadas para a pesquisa da IgG e suas subclasses, IgE,
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IgA e IgM, com os seguintes resultados: IgG—LV: 100% de sensibilidade e especificidade;
IgG-LV: 86,36% de sensibilidade e 94,28% de especificidade; 1gG,-LV: 90,91% de
sensibilidade e 97,14% de especificidade; IgG;-LV: 86,36% de sensibilidade e 97,14% de
especificidade; 1gG4-LV: 100% de sensibilidade e de especificidade; IgG-fracdo Gp:
95,45% de sensibilidade e 100% de especificidade; lgGs-fracdo Gp: 63,64% de
sensibilidade e 94,28% de especificidade; 1gG.-fragcdo Gp: 68,18% de sensibilidade e
97,14% de especificidade; IgGs-fracdo Gp: 54,54% de sensibilidade e 88,57% de
especificidade; 1gG,-fracdo Gp: 90,91% de sensibilidade e 100% de especificidade; IgE-
LV: 90,91% de sensibilidade e 97,14% de especificidade; IgE-fracdo Gp: 86,36% de
sensibilidade e 100% de especificidade; IgA-LV: 54,54% de sensibilidade e 94,28% de
especificidade; IgA-fracdo Gp: 13,63% de sensibilidade e 100% de especificidade.
Anticorpos IgM n&o foram detectados com as preparagbes de LV e fragdo Gp. Nossos
resultados mostraram que, com ambas as preparagdes antigénicas, tanto em amostras de
LCR quanto em amostras de soros, a maior positividade foi obtida na deteccdo de
anticorpos das classes IgG e IgE, seguida da positividade da IgA. Anticorpos IgM nao
foram detectados em amostras de soros com reacdes de ELISA realizadas com LV e
fragcdo Gp. Com relagéo as subclasses da IgG, a IgG, apresentou, tanto em amostras de
LCR como em amostras de soros, valores de positividade e concentragdo iguais ou
superiores as outras subclasses. As reagbes ELISA realizadas com LV mostraram
sensibilidades iguais ou superiores aquelas obtidas com a fragdo Gp. Considerando a
complexidade e o custo final da obtengao da fracdo Gp, o LV pode ser considerado mais
adequado para a pesquisa de anticorpos em amostras de LCR e soros de pacientes com

NC.

Palavras-chaves: anticorpos, IgG, subclasses da IgG, IgE, IgA, IgM, neurocisticercose.
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ABSTRACT



Neurocysticercosis (NC) is an important cause of neurological disease in many
developing countries, including Brazil. The clinical diagnosis of NC is hindered by the
polymorphism and non-specificity of the symptoms. Neuroimaging techniques and
detection of specific antibodies have contributed to the diagnosis of NC and a better
understanding of the physiopathological processes of this infection. The purpose of this
study was to evaluate the humoral immune response in NC by using immunoenzymatic
techniques (ELISA) in which vesicular fluid (VF) and a glycoprotein fraction purified from a
crude extract of Taenia solium cysticerci with affinity for lentil-lectin (fraction Gp) were used
as antigenic preparations. Fifty-six cerebrospinal fluid (CSF) samples, 22 from patients
with NC and 34 from patients with other neurological disorders, were assayed for IgG and
IgG subclasses, with the following results: 1IgG-VF: 100% sensitivity and specificity, 1gG+-
VF: 72.73% sensitivity and 100% specificity, 19G>-VF: 81.81% sensitivity and 100%
specificity, 1gG;-VF: 59.09% sensitivity and 97.06% specificity, 1I9G4-VF: 90.91% sensitivity
and 97.06% specificity, 1IgG-fraction Gp: 90.91% sensitivity and 97.06% specificity, 1gG4-
fraction Gp: 59.09% sensitivity and 91.18% specificity, IgG.-fraction Gp: 68.18% sensitivity
and 94.12% specificity, 1gGs-fraction Gp: 36.36% sensitivity and 100% specificity, 19G,4-
fraction Gp: 86.36% sensitivity and 100% specificity. Forty-seven CSF samples, 16 from
patients with NC and 31 from patients with other neurological disorders, were assayed for
IgE, with the following results: IgE-VF and IgE-fraction Gp: 93.75% sensitivity and 100%
specificity. Fifty-seven serum samples, 22 from patients with NC, 18 from patients with
other infections and 17 from presumably healthy individuals, were assayed for IgG, IgG
subclasses, IgE, IgA and IgM, with the following results: 1gG-VF: 100% sensitivity and
specificity, 1IgG4-VF: 86.36% sensitivity and 94.28% specificity, 1I9G,-VF: 90.91% sensitivity
and 97.14% specificity, 1gGs-VF: 86.36% sensitivity and 97.14% specificity, 19G4-VF:100%

sensitivity and specificity, IgG-fraction Gp: 95.45% sensitivity and 100% specificity, 19G;-
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fraction Gp: 63.64% sensitivity and 94.28% specificity, IgG.-fraction Gp: 68.18% sensitivity
and 97.14% specificity, IgGs-fraction Gp: 54.54% sensitivity and 88.57% specificity, 19G,4-
fraction Gp: 90.91% sensitivity and 100% specificity, IgE-VF: 90.91% sensitivity and
97.14% specificity, IgE-fraction Gp: 86.36% sensitivity and 100% specificity, IgA-VF:
54.54% sensitivity and 94.28% specificity, IgA-fraction Gp: 13.63% sensitivity and 100%
specificity. No specific IgM antibodies were detected with VF and fraction Gp antigenic
preparations. These results show that with the two antigenic preparations the highest
positivity in CSF and serum samples was obtained for IgG and IgE antibodies, followed by
positivity for IgA. No IgM antibodies were detected in serum samples assayed with VF and
fraction Gp. With regard to IgG subclasses, IgG, positivity and concentration in CSF and
serum samples were higher than or equal to the other subclasses. ELISA reactions done
with VF showed equal or higher sensitivities than those obtained with fraction Gp.
Considering the complexity and high cost of obtaining fraction Gp, VF could be more

suitable for detecting specific antibodies in CSF and serum samples from patients with NC.

Keywords: antibodies, IgG, IgG subclasses, IgE, IgA, IgM, neurocysticercosis.
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1. INTRODUCAO



1.1. Histérico

A neurocisticercose (NC), infeccdo causada pela presenga de cisticercos de
Taenia solium (T. solium) no sistema nervoso central (SNC) humano tem sido
reconhecida como uma das mais graves doencgas neurolégicas, sendo um importante
problema de saude publica em regides onde as condigbes sanitarias ndo sdo adequadas
(Del Brutto e Sotelo, 1988; Spina-Franca et al., 1993; Agapejev, 1996; Sciutto et al., 2000;
White, 2000; Carpio, 2002; Garcia et al., 2006).

O nome cysticercus foi dado por Laennec, derivado das palavras gregas kistic,
significando vesicula, e kerkos, significando cauda (Nieto, 1982). A primeira referéncia ao
cisticerco é creditada a Aristophanes (456-380 A.C) que em uma de suas comédias faz
referéncia as vesiculas cheias de fluido encontradas em linguas de porcos. Em sua
Histéria dos Animais, Aristoteles (384-322 A.C), discorrendo sobre doenga de porcos,
descreveu com precisdao estas vesiculas (Foster, 1965; Nieto, 1982). Paranoli é
normalmente citado como o primeiro autor a descrever, em 1550, a presenca dessas
vesiculas no homem. Em 1558, Gessner e Rumler publicaram o primeiro caso onde
cisticercos foram encontrados na dura-mater de uma pessoa epiléptica (Nieto, 1982).
Kickenmeister, em 1855, e Leuckart, em 1856, mostraram o relacionamento dos
cisticercos com a T. solium (Foster, 1965; Nieto, 1982).

1.2. Epidemiologia

A distribuicdo da NC é universal, sendo freqliente em muitos paises da América
Latina, incluindo o Brasil, alguns paises da Europa Oriental e em populagbes nao-
mugulmanas da Africa e sudeste da Asia, onde condigbes ecoldgicas, sécio-econémicas e
culturais permitem a sua disseminagao e persisténcia (Sciutto et al., 2000; Carpio, 2002;
Kraft, 2007; Sciutto et al., 2007). Observa-se também uma frequUéncia elevada em

algumas regides dos EUA onde ha alta concentracdo de imigrantes provenientes de
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regides endémicas (Wallin e Kurtzke, 2004; Sorvillo et al., 2007). Estimativas da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) na década passada indicavam que cerca de 50
milhdes de pessoas estavam infectadas com os cisticercos da T. solium, com 50.000
6bitos anuais atribuidos a NC (Schantz et al., 1993).

No Brasil, os estudos epidemiolégicos da NC se restringem, na maioria das vezes,
a alguns estados das regides sudeste e sul que possuem centros de estudo de neurologia
avangados. Este fator, aliado ao descaso quanto a implantagdo da obrigatoriedade da
notificacdo compulséria da doenga, contribui para que os dados epidemiolégicos se
mantenham subestimados (Agapejev, 2003).

Varios trabalhos tém mostrado as elevadas taxas de letalidade da NC (0,2% a
7,5%) e ressaltado o alto custo dos atendimentos aos pacientes (Spina-Franga, 1956;
Canelas, 1962; Takayanagui e Jardim, 1983; Machado et al., 1988; Spina-Franca et al.,
1993).

1.3. Ciclo biolégico da T. solium

No ciclo biolégico da T. solium, o homem €& o unico hospedeiro definitivo
conhecido, abrigando o parasita em seu intestino na sua forma adulta e eliminando para o
meio ambiente ovos maduros ou até mesmo proglotes inteiras nas fezes. O porco atua
como hospedeiro intermediario, ingerindo alguns desses ovos, que se desenvolvem em
cisticercos, sobretudo nos tecidos da musculatura esquelética estriada, cérebro e figado.
Quando o homem consome carne de porco crua ou mal-cozida contendo cisticercos,
estes se rompem, se ancoram as paredes do intestino delgado pelos aculeos do escoélex
e ali se desenvolvem em vermes adultos, que podem atingir até 7 m de comprimento e
produzir proglotes que podem conter até 50.000 ovos cada. Este ciclo caracteriza a
teniase. Na cisticercose, o homem atua como o hospedeiro intermediario, ao ingerir ovos

de T. solium presentes em agua ou alimentos (verduras e frutas) ou por auto-infecgéo
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(fecal-oral, ou, mais raramente, por peristalse reversa). No sistema digestivo, os ovos séo
rompidos por fluidos gastricos e intestinais e liberam os embrides hexacantos, que
penetram a mucosa intestinal e atingem a corrente sanguinea, sendo transportados para
diferentes tecidos, onde se desenvolvem em cisticercos. Os parasitas podem se localizar
em lugares onde nao produzem sintomas, tais como musculos e tecido subcutaneo. No
entanto, a presenca de cisticercos no SNC, que caracteriza a NC, pode causar diversos
problemas neurolégicos (Sciutto et al., 2000; Sotelo e Del Brutto, 2000; Takayanagui e
Leite, 2001; Carpio, 2002).

Apods um periodo que pode variar de meses a anos, o cisticerco freqiientemente
entra em processo de degeneragado, com consequente fibrose e calcificagdo. A evolugéo
do cisticerco pode ser dividida em quatro estagios. No primeiro estagio, conhecido como
vesicular, o cisticerco é formado por uma vesicula de membrana fina preenchida por um
liquido, contendo no seu interior o escélex invaginado. O inicio da degeneracdo do
parasita, seja ela natural ou precipitada pelos mecanismos imunolégicos do hospedeiro,
caracteriza o estagio coloidal, observando-se degeneracdo da membrana vesicular,
opacificagao do liquido contido no seu interior e sinais de degeneracéo hialina. No estagio
seguinte, granular nodular, o cisto comeg¢a a diminuir de tamanho, suas paredes tornam-
se espessadas e seu conteudo transforma-se em granulagbes grosseiras, em
consequéncia da deposicao de sais de calcio. Na fase final, estagio nodular calcificado, o
cisticerco apresenta tamanho bastante reduzido em relacdo ao primeiro estagio,
encontrando-se totalmente calcificado (Carpio et al., 1998; Noujaim et al., 1999; Sotelo e

Del Brutto, 2000; Carpio, 2002).
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1.4. Critérios para o diagnodstico da NC

Del Brutto et al. (2001) propuseram quatro categorias de critérios para o
diagnéstico da NC (absolutos, principais, secundarios e epidemioldgicos) e dois graus de
certeza diagnéstica (diagndstico definitivo e diagndstico provavel).

Critérios absolutos: demonstracao histolégica do parasita em biopsia de lesao
cerebral ou de medula espinhal, lesbes cisticas mostrando o escoélex do parasita em
estudos de neuroimagem e visualizagdo direta de parasitas subretinais em exames
fundoscopicos.

Critérios principais: lesdes altamente sugestivas de NC em estudos de
neuroimagem, resultado sorolégico positivo na reacdo de /munoblot utilizando como
preparacgao antigénica glicoproteinas do parasita com afinidade por lentil-lectina (Tsang et
al., 1989), resolugcao de lesbes cisticas intracranianas apos terapia com albendazol ou
praziquantel e resolugcdo espontanea de lesdo hipodensa pequena (menor que 20 mm) e
unica.

Critérios secundarios: lesbes compativeis com NC em estudos de neuroimagem,
manifestagdes clinicas sugestivas de NC, reagbes imunoenzimaticas (ELISA) positivas
em amostras de LCR para detecgdo de anticorpos anti-cisticercos ou antigenos de
cisticercos, cistos localizados fora do SNC.

Critérios epidemioldgicos: evidéncia de contato domiciliar com portador de T.
solium; pessoas provenientes ou que habitam areas onde a NC é endémica e viagens
freqlientes a areas endémicas para a doenca.

I. Diagnéstico definitivo:

1.- presenga de um critério absoluto; 2.- presenca de dois critérios principais mais

um critério secundario e um epidemioldgico.
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Il. Diagnodstico provavel:

1.- presenca de um critério principal mais dois critérios secundarios; 2.- presenca
de um critério principal mais um critério secundario e um epidemioldgico; 3.- presenca de
trés critérios secundarios mais um critério epidemioldgico.

1.5. Diagnéstico clinico

As manifestagdes clinicas da NC sao variadas e inespecificas e dependem, entre
varios fatores, do numero, da localizagdo e do estagio evolutivo dos cisticercos no SNC.
As manifestagdes clinicas mais comuns sao: crises epiléticas, hipertensao intracraniana,
meningite e disturbios psiquicos (Sciutto et al., 2000; Sotelo e Del Brutto, 2000;
Takayanagui e Leite, 2001; Garcia et al., 2002; Garcia et al., 2006).

Dada a heterogeneidade dos sintomas da doenga, o diagnéstico clinico da infecgéo &

muito dificil, quando ndo auxiliado por dados epidemioldgicos, laboratoriais e de imagem.
1.6. Diagnéstico por neuroimagem

As técnicas de neuroimagem - tomografia computadorizada (TC) e ressonéancia
magnética (RM) - auxiliam o diagnéstico da NC pela visualizagdo de estruturas
compativeis com o parasita, bem como fornecem informagdes sobre a evolugcéo da
infeccdo. A dificuldade da utilizacdo sistematica dessas técnicas reside no seu custo
elevado, com conseqlente inacessibilidade a centros de investigagdo de média e baixa
complexidade. Além disto, as técnicas de neuroimagem podem apresentar resultados
falso-negativos e/ou falso-positivos, requerendo, muitas vezes, diagndstico diferencial por

outros métodos (Del Brutto e Sotelo, 1988; Palacios et al., 1997; Garg, 2002).

Antes do advento das técnicas de neuroimagem, a classificagdo da NC era
comumente baseada na sintomatologia (Canelas, 1962), que se mostrou de uso limitado,

devido a variedade e inespecificidade das manifestagbes clinicas. Sotelo et al. (1985)
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propuseram uma classificagdo baseada no estagio evolutivo dos cistos em estudos de
neuroimagem e em sinais inflamatérios na analise do LCR, como indicadores de
imunidade ativa contra o parasita. Com base nesses critérios, a NC foi classificada em
duas formas, ativa e inativa. Na forma ativa da infecgdo, cistos vesiculares ou em
degeneragao sao circundados por uma evidente reacao inflamatéria no tecido cerebral
adjacente, acompanhada de anormalidades liqudricas, como pleocitose e aumento de
gamaglobulinas. Na forma inativa, sdo encontradas apenas lesdes calcificadas sugestivas

e a resposta imune do hospedeiro é apenas residual.

1.7. Resposta imune humoral

A imunidade humoral é mediada por anticorpos cujas principais fungdes biolégicas
sdo a neutralizacdo e eliminagdo de microorganismos (bactérias, fungos, virus) e
parasitas, muitas vezes com a participacdo de células fagocitarias e componentes do
sistema complemento. O padrao da resposta imune humoral em varias doencas
infecciosas e parasitarias vem sendo estudado ha muitos anos, numa tentativa de melhor
estabelecer as fungdes biolégicas das diferentes classes e subclasses de imunoglobulinas
nessas doengas.

A espécie humana possui cinco classes de imunoglobulinas, IgM, IgA, IgG, IgD e
IgE, sendo as classes IgA e 1IgG constituidas por duas (IgA; e IgA,) e quatro subclasses
(IgG4, 19G,, 1gGs e 1gG,), respectivamente. As classes e subclasses de imunoglobulinas
sao identificadas por suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Em pessoas adultas
normais, a IgG; é a imunoglobulina com maior a concentragao sérica (5-12 gl/L), seguida
pela 1gG; (2-6 g/L), IgA; (0,5-2 g/L), IgM (0,5-1,5 g/L), I1gG; (0,5-1 g/L), 1gG4 (0,2-1 g/L),
IgA; (0-0,2 g/L), IgD (0-0,4 g/L) e IgE (0-0,002 g/L) (Hamilton, 1987).

O reconhecimento dos determinantes antigénicos é realizado pela porgao variavel

do anticorpo (Fab), como consequéncia de seleg¢do clonal e maturagdo da afinidade,
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enquanto as fungdes efetoras, que ocorrem apds a interacdo do anticorpo com o
antigeno, incluindo a ativagdo do sistema complemento e a interagdo com receptores
celulares, sao mediadas pela porgéo constante (Fc), que também determina o isétipo das
imunoglobulinas (Hamilton, 1987; Garaud et al., 2003).

A IgM, com uma meia vida de cerca de 5 dias, representa aproximadamente 13%
(6%) das imunoglobulinas séricas. Os anticorpos IgM sdo normalmente os primeiros
anticorpos produzidos durante uma resposta imune primaria, sendo detectados na
resposta secundaria para alguns agentes infecciosos e parasitarios. Gragas a
configuragdo pentamérica de suas moléculas, apdés a interagcdo com antigenos, os
anticorpos IgM, sao capazes de ativar a via classica do sistema complemento de modo
muito eficiente, considerando que a interagdo com o primeiro componente do sistema,
C1q, requer dois dominios apropriados, localizados na parte constante das moléculas,
suficientemente proximos (Hamilton, 1987). Estudos experimentais também tém mostrado
que os anticorpos IgM interagem por meio da porgdo Fc com receptores em macréfagos,
facilitando a fagocitose (Rajan et al., 2005).

A IgG, com uma meia vida de 7 a 23 dias, dependendo da subclasse, representa
aproximadamente 80% das imunoglobulinas séricas, sendo a unica imunoglobulina capaz
de atravessar a placenta. Os anticorpos IgG sao normalmente detectados apds os
anticorpos IgM durante uma resposta imune primaria, sendo detectados em altas
concentragdes na resposta secundaria. Embora de modo menos eficiente do que a IgM,
os anticorpos 1gG também sao capazes de ativar a via classica do sistema complemento.
As subclasses da IgG reagem com as moléculas de C1q em uma ordem definida, 1gG3
(40x), 1gG; (6x), 1gG2 (1x) e 1gG,4 (ndo detectavel). Outra fungao efetora muito importante
da IgG é a sua habilidade de se ligar, via regido Fc, a receptores celulares, promovendo o

reconhecimento e remocdo de complexos antigeno-anticorpo e particulas ou
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microorganismos estranhos por células com capacidade fagocitaria, como macroéfagos e
mondcitos. Varias outras células possuem receptores para a regido Fc da IgG, incluindo
linfocitos, neutrdfilos, plaquetas, eosindfilos e células NK. A interagao entre anticorpos e
receptores de Fc (FcR) pode iniciar uma variedade de respostas, como endocitose,
fagocitose, transcitose, exocitose, geracdo de superoxidos, citoxicidade celular
dependente de anticorpos (ADCC) e liberagdo de mediadores de citocinas inflamatérias
(Hamilton, 1987; Monteiro e van der Winkel, 2003).

A IgA, com uma meia vida de cerca de 6 dias, representa aproximadamente 6%
(13%) das imunoglobulinas séricas. Os anticorpos IgA sao detectados apds os anticorpos
IgM durante a resposta imune primaria para alguns agentes infecciosos e parasitarios,
sendo raramente detectados na resposta secundaria. Os anticorpos IgA sao capazes de
ativar as vias alternativa e da lectina do sistema complemento. Nas secre¢des mucosas
(saliva, lagrimas, colostro, fluidos gastrointestinais, secregao brénquica) predomina a IgA,
polimérica, que existe quase exclusivamente sob a forma de dimeros, unidos por um
polipeptideo, a cadeia J, ligada ao componente secretorio. A IgA secretéria desempenha
um papel importante no sistema imune inato prevenindo os microorganismos e proteinas
estranhas de penetrar superficies mucosas. Ela também pode inibir a aderéncia de
microorganismos, revestindo os mesmos com uma concha hidrofilica que é repelida pela
glicocalix de mucina nas superficies mucosas. Enquanto o papel da IgA secretora € bem
estabelecido na imunologia das mucosas, ndo se conhece muito sobre a fungdo da IgA
sérica. Imunocomplexos circulantes contendo IgA podem ser removidos da circulagédo por
fagocitose com pouca ou nenhuma inflamagao. IgA polimérica e imunocomplexos
contendo IgA podem desencadear fungdes efetoras dos leucdcitos através dos receptores

Fc da IgA (Monteiro e van der Winkel, 2003).
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A IgD, com uma meia vida de cerca de 5 dias, representa aproximadamente 0,2%
das imunoglobulinas séricas. A IgD € um dos componentes do receptor de células B.
Embora seu papel na resposta imune humoral ndo seja claro, niveis elevados dessa
imunoglobulina tém sido registrados em varias doengas, incluindo sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, linfoma de Hodgkin, doengca de Behget, vasculite retiniana
idiopatica e doengas pulmonares obstrutivas cronicas (Preud’homme et al., 2000).

A IgE representa aproximadamente 0,2% das imunoglobulinas séricas. Além de
sua baixa concentragdo no soro, a IgE é catabolizada a uma taxa maior que outras
imunoglobulinas, com uma meia vida de 12 h no soro. Entretanto, a meia vida da IgE
ligada aos mastocitos € de 7 dias (Negrdo-Corréa et al.,, 2003). Esses anticorpos
freqlentemente aparecem em resposta para alérgenos e antigenos parasitarios,
principalmente helmintos (Cooper et al., 2008). Devido a baixa concentragdo de IgE
circulante, sua fungdo é normalmente relacionada a receptores celulares capazes de
interagir com a parte Fc da molécula de anticorpo. Receptores para a porgcao Fc da IgE
sdo encontrados em mastécitos, basofilos, células de Langerhans, eosindfilos, células
dendriticas e plaquetas (Negréo-Corréa et al., 2003; Cooper et al., 2008).
Hipersensibilidade imediata, a principal fungéo conhecida da IgE in vivo requer a ligagao
da IgE para receptores de Fc sobre mastdcitos e basdfilos. A interagdo da IgE na
superficie de mastocitos com o antigeno desencadeia a degranulagédo das células,
resultando em liberagcdo de mediadores, tais como histamina, heparina, citocinas e
proteases, que induzem os sintomas caracteristicos observados em reagdes alérgicas e
contribuem para a inflamagao crbnica eosinofilica que aparece no tecido circundante
(Negrao-Corréa et al., 2003). A IgE ligada a eosindfilos por meio de sua porgéo Fc pode

levar a citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) (Gounni et al. 1994).
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1.8. Resposta imune humoral na NC

Existem poucos estudos avaliando simultaneamente a produgao de varias classes
e/ou subclasses de anticorpos na NC. Nesses estudos, os anticorpos 1gG sao detectados
com maior frequiéncia, seguidos por anticorpos IgM (Flisser et al., 1980; Espinoza et al.,
1986; Odashima et al., 2002). Alguns estudos mostram que anticorpos IgA sao detectados
com maior freqléncia que anticorpos IgE (Espinoza et al., 1986; Bueno et al., 2000),
enquanto outros estudos mostram o contrario (Flisser et al., 1980; Grogl et al., 1985;
Odashima et al., 2002). Alguns trabalhos tém mostrado detecgao de anticorpos IgG, com
alta freqiéncia (Yang et al.,1998; Huang et al., 2002; Intapan et al., 2008) ou
simplesmente a elevagao da concentracao dessa classe de anticorpo (Short et al., 1990).
Trabalhos do mesmo grupo de pesquisa mostraram que pacientes com NC severa
apresentavam niveis aumentados de anticorpos 1gG,, IgG, 1gG; e IgE em comparagao
com casos apresentando sintomatologia moderada (Chavarria et al.,, 2005) e que
pacientes com NC sintomatica apresentavam niveis aumentados de todas as subclasses
da 1gG, em contraste com os baixos niveis desses anticorpos encontrados em pacientes
assintomaticos (Chavarria et al., 2006).

1.9. Diagnéstico imunolégico da NC

A pesquisa de anticorpos especificos desempenha um papel importante tanto para
estudos epidemioldégicos como para o diagnostico da NC, principalmente quando as
técnicas de neuroimagem né&o estao disponiveis. A pesquisa de anticorpos na NC tem
sido realizada utilizando uma variedade de técnicas, incluindo hemaglutinagdo passiva,
imunofluorescéncia indireta, radioimunoensaio e reagdes imunoenzimaticas (ELISA, dot-
ELISA, Imunoblot). Os resultados da pesquisa de anticorpos anti-cisticercos mostram uma
variagdo marcante na eficacia das técnicas utilizadas, com sensibilidades e

especificidades variando de 47% a 100% e 67% a 100%, respectivamente (Pialarissi et
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al., 1987; Larralde et al., 1990; Vaz et al., 1996; Bueno et al., 2000; Peralta et al., 2002;
Arruda et al., 2005; Suzuki et al., 2007). O desempenho das técnicas imunoenzimaticas
tem se mostrado superior ao de outras técnicas imunoldgicas utilizadas para o
imunodiagnéstico da infecgao, com indices de sensibilidade e especificidade superiores a
90% descritos na grande maioria dos trabalhos (Tsang et al., 1989; Vaz et al., 1991;

Bueno et al., 2000; Silva et al., 2000; Bueno et al., 2001; Suzuki et al., 2007).

Tsang et al. (1989) descreveram uma técnica de Imunoblot para o
imunodiagnéstico da NC, utilizando uma preparagdo antigénica composta de
glicoproteinas isoladas de um extrato bruto de cisticercos de T. solium por cromatografia
de afinidade com Sepharose 4B-lentil-lectina. Na técnica originalmente descrita, foram
obtidas sensibilidade e especificidade de 98% e 100%, respectivamente. Embora
trabalhos subseqlientes tenham mostrado que a sensibilidade desse Imunoblot possa
variar de 28% a 98%, dependendo do numero, localizagdo e estagio evolutivo dos
cisticercos no SNC (Wilson et al.,, 1991), essa técnica tem sido considerada a mais
confiavel para o imunodiagnéstico da NC (Del Brutto et al., 2001). Entretanto, devido a
complexidade na obtencdo da preparagdo antigénica e seu alto custo, a técnica de
Imunoblot com glicoproteinas com afinidade por lentil-lectina raramente tem sido utilizada
na rotina diagnostica.

Atualmente a técnica ELISA, desenvolvida por Arambulo et al., em 1978, tem sido
o teste mais empregado para a pesquisa de anticorpos anti-cisticercos em amostras de
LCR e soros, principalmente em consequéncia de sua alta sensibilidade. Varias
preparagbes antigénicas tém sido utilizadas nas reac¢des de ELISA, incluindo extratos
brutos totais de cisticercos de T. solium e Taenia crassiceps e fragdes purificadas desses
dois parasitas (Arambulo, 1978; Corona et al., 1986; Chang et al., 1988; Larralde et al.,

1990; Zini et al., 1990; Garcia et al., 1995; Vaz et al., 1996; Ito et al., 1998; Bueno et al.,
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2000; Arruda et al., 2005; Suzuki et al., 2007). Estudos comparativos envolvendo varias
preparagdes antigénicas de cisticercos de T. solium e T. crassiceps tém mostrado que
reacbes de ELISA padronizadas com o liquido vesicular desses dois parasitas
apresentam alta sensibilidade e especificidade (Larralde et al., 1990; Bueno et al., 2000;
Bueno et al., 2001; Arruda et al., 2005, Suzuki et al., 2007). E importante ressaltar que
muitos testes imunoenzimaticos utilizados para o imunodiagnéstico da NC sao qualitativos
ou, no maximo, semi-quantitativos. Uma reagdo imunoenzimatica quantitativa para a
pesquisa de anticorpos especificos requer que todos os reagentes utilizados, exceto
aquele sendo testado, estejam presentes em excesso. Na padronizacao da reagao, é
essencial que a atividade enzimatica seja medida durante a porgéo linear da reagao,
quando a concentragdo do substrato € muito maior do que a concentragdo da enzima
(Hancock e Tsang, 1986; Maddison, 1987).

Com relagdo ao imunodiagnostico das neuroinfecgbes, como a NC, é preciso
ressaltar que a presenga de anticorpos no soro pode ser resultado de parasitas
localizados fora do SNC, enquanto a presencga de anticorpos no LCR pode ser resultado
de uma disfuncéo da barreira hematoencefalica (Reiber e Peter, 2001).

A detecgcdo da sintese intratecal de anticorpos especificos € um parametro
altamente confiavel para o diagnéstico de varias doengas neuro-inflamatérias e requer
uma discriminagdo acurada entre imunoglobulinas derivadas do sangue e do SNC,
qualitativamente pela detecgdo de anticorpos oligoclonais ou quantitativamente pela
determinacdo da fragao intratecal ou preferencialmente pela determinacdo do indice de
anticorpos (Reiber e Peter, 2001; Sindic et al.,, 2001; Lejon et al., 2003). O indice de
anticorpos discrimina entre anticorpos derivados do sangue e do SNC encontrados no
LCR e leva em consideracdo mudangas na fungdo da barreira sangue/LCR (Reiber e

Lange, 1991). A demonstracdo da produgao intratecal de anticorpos tem se mostrado util
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para o diagndstico de varias doengas afetando o SNC, incluindo esclerose mdultipla
(Andersson et al., 1994; Reiber et al., 1998);_encefalite toxoplasmica (Potasman et al.,
1988), borreliose (Tumani et al., 1995; Halperin et al., 1996; Kaiser e Rauer, 1998),
tripanosomiase africana humana (Bisser et al., 2002; Lejon et al., 2003) e NC (Miller et al.,

1985; Estanol et al., 1989; Machado et al., 2002, Arruda et al., 2006).

A avaliagao simultadnea de anticorpos das classes IgM, IgG, IgA e IgE, bem como
das subclasses da IgG, em amostras de soros e LCR poderia contribuir para uma melhor
compreensao dos mecanismos fisiopatoldégicos como para o imunodiagnéstico da NC.
Entretanto, até o presente momento poucos trabalhos tém avaliado simultaneamente a
detecgao de diferentes classes e subclasses de anticorpos na NC, sem nenhum estudo

identificado onde os pacientes com NC apresentassem produgéo intratecal de anticorpos.
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2. OBJETIVOS



O presente trabalho tem como objetivo avaliar a resposta imune humoral na NC,
analisando, por meio de técnicas imunoenzimaticas, a concentragdo de anticorpos
especificos das classes IgG, IgE, IgA e IgM e das subclasses da IgG (1gG,, 19G,, IgG; e
IgG;) em amostras de LCR e soros de pacientes com diagnostico comprovado da
infecgao, utilizando como preparagdes antigénicas o liquido vesicular (LV) e uma fragéao
glicoprotéica obtida do extrato bruto de cisticercos de T. solium com afinidade por lentil-

lectina (fragcado Gp).
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3.1. Reagentes

Todos os sais, bases e acidos utilizados para o preparo de reagentes foram da
marca Merck (Darmstadt, Alemanha), com grau de pureza analitica (P.A.) ou superior. Os
conjugados (anticorpos de cabra anti-IgG, anti-IgA, anti-IlgM humanas marcados com
peroxidase), os anticorpos monoclonais de camundongos anti-lgG4, anti-IgG,, anti-lgGa;,
anti-lgG, e anti-IgE humanas, as imunoglobulinas IgG, 1gG4, 1gG,, IgG; e 1gG4 humanas,
soroalbumina bovina, Sepharose-4B-lentil-lectina, a-metilmanosideo, Tween 20, fluoreto
de fenilmetilsulfonila (FFMS), leupeptina, tetrametilbenzidina (TMB) e peréxido de
hidrogénio (H,O,) foram da marca Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA).

Os reagentes para as determinagdes das concentragcbes de IgG e albumina por

nefelometria foram da marca Dade Behring Siemens (Deerfield, EUA).

3.2. Amostras de LCR e soros

No presente trabalho foram utilizadas amostras bioldgicas dos seguintes grupos de
pessoas:
I. amostras de LCR e soro de 22 pacientes com diagndstico comprovado de NC (com
idades variando de 22 a 66 anos, média de 42 anos), baseado em dados epidemiolégicos,
clinicos, de neuroimagem e laboratoriais. Todos o0s pacientes eram sintomaticos e
apresentavam produgdo intratecal de anticorpos IgG anti-cisticercos, utilizando como
preparacao antigénica o liquido vesicular de cisticercos de T. solium.
Il. amostras de LCR de 34 pacientes com outros problemas neurolégicos - neurosifilis
(n=5), neurocriptococose (n=8), neurotoxoplasmose (n=4), esclerose multipla (n=>5),
meningite viral (n=6) e meningite bacteriana (6).
lll. amostras de soros de 18 pacientes com outras infecgdes - sifilis (n=5), mononucleose
infecciosa (n=3), citomegalovirose (n=3), hepatite A (n=2) e toxoplasmose (n=5).

IV. amostras de soros de pessoas presumivelmente sadias (n=17).
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As amostras dos grupos |, Il e lll foram obtidas de pacientes atendidos no
complexo hospitalar da UNICAMP. As amostras do grupo IV foram obtidas de alunos e
funcionarios da UNICAMP. As amostras dos grupos Il e Ill foram obtidas de pacientes
sem evidéncias epidemioldgica, clinica e de neuroimagem sugestivas de cisticercose. As
amostras do grupo IV foram obtidas de pessoas sem evidéncias epidemioldgica e clinica
para NC.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas da UNICAMP, de acordo com as resolugdes da Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP).

3.3. Preparagoes antigénicas

3.3.1. Obtencao de cisticercos de T. solium

Cisticercos de T. solium foram obtidos de porcos naturalmente infectados. Os
cisticercos foram extraidos dos tecidos, com auxilio de bisturi, sendo retirado todo tecido
conectivo aderido aos parasitas. Cisticercos em processo de degeneragao e calcificados
foram desprezados. Apds varias lavagens com solugéo salina tamponada com fosfato
(SST) 0,15M, pH=7,2, os parasitas foram acondicionados em frascos estéreis e estocados
a —80°C até o momento do uso.

3.3.2. Obtencao de liquido vesicular (LV) de cisticercos

O LV foi obtido como previamente descrito (Suzuki et al., 2007). Resumidamente,
cisticercos integros de T. solium foram rompidos com auxilio de agulhas em placas de
Petri. O LV foi coletado com pipeta Pasteur estéril e centrifugado a 10.000xg, por 30 min a
4°C. O sobrenadante resultante da centrifugacédo foi submetido a sonicagéo (Sonicador
Branson, modelo SX — B30), por 1 min em banho de gelo (30 s de sonicagao/30 s de
pausa), com tempo de pulso de 20% e poténcia 3. Apds a sonicagdo, os inibidores

enzimaticos FFMS e leupeptina, nas concentragdes finais de 5 mM e 0,0025 mM,
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respectivamente, foram adicionados ao LV e o material, apds determinagcdo da
concentragdo de proteinas (Bradford, 1976), foi aliquotado e estocado a -80°C até o
momento do uso.

3.3.3. Obtencao da fragao glicoprotéica de cisticercos (fragao Gp)

A etapa inicial da purificagdo da fracdo Gp foi a obtengdo do extrato bruto de
cisticercos de T. solium. Aliquotas de cisticercos integros foram descongeladas e os
parasitas ressuspendidos em SST na propor¢do de 1 volume de parasitas para 4
volumes de tampao. Os inibidores enzimaticos FFMS e leupeptina, nas concentragbes
finais de 5 mM e 0,0025 mM, respectivamente, foram acrescentados as solugdes em
todas as etapas da obtengao da fracdo Gp. A suspensao de cisticercos foi submetida a
homogeneizagdo (homogenizador Polytron), em banho de gelo, por 3 min (1 min de
homogeneizagdo/1 min de pausa), na velocidade 4. Em seguida, o material foi sonicado
(Sonicador Branson, modelo SX — B30), em banho de gelo, por 3 min (1 min de
sonicac¢ao/1 min de pausa), com tempo de pulso de 20% e poténcia 3. Apds a sonicacéo,
o material foi deixado sob agitagdo lenta e continua, a 4 °C, durante 2h, e, em seguida,
centrifugado a 20.000xg, a 4°C, por 1h (centrifuga Sigma, modelo 2K 15, Osterode,
Alemanha). O sobrenadante resultante foi removido cuidadosamente e passado através
de filtros Millex® com tamanhos de poros de 0,45 um (Millipore Corporation, Bedford,
EUA). Apos a determinagao da concentragao proteica (Bradford, 1976), o extrato bruto de
cisticercos foi aliquotado e estocado a — 80°C, até o momento do uso. Para a obtengéo da
fragcdo Gp, o extrato bruto de cisticercos foi submetido a cromatografia de afinidade em
coluna de Sepharose-4B-lentil-lectina, sendo aplicado 3 mg do extrato bruto de cisticercos
para cada ml de resina. A coluna e o extrato bruto de cisticercos foram equilibrados com
tampéao fosfato 0,05M, NaCl 0,2M, pH=8.0 (tampao de equilibrio) e as glicoproteinas com

afinidade para lentil-lectina foram eluidas com o tampao de equilibrio contendo 0,2M de o-
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metilmanosideo. O eluato obtido foi concentrado em dispositivo de ultrafiltracdo com filtros
capazes de reter moléculas com peso molecular superior a 10.000 daltons (Millipore
Corporation, Bedford, EUA). Apds didlise com SST e determinagédo da concentragéo de
proteinas (Bradford, 1976), a fragdo Gp foi aliquotada e estocada a —80°C até o momento
do uso.

3.4. Determinagao das concentragoes 6timas dos reagentes

As reacgdes imunoenzimaticas (ELISA) foram padronizadas usando quantidades
em excesso de todos os reagentes, exceto aquele sendo testado. Para a titulagdo das
preparagdes antigénicas, quantidades crescentes de antigeno (0,1 a 8 ug de proteina/ml)
foram usadas. Para a determinacdo das concentragdes otimas dos conjugados, as
cavidades das placas de poliestireno foram revestidas com diferentes classes e
subclasses de imunoglobulinas humanas (IgG, 1gG,, 1gG,, 1gG;3 IgG,, IgE, IgM e IgA) e
quantidades crescentes dos mesmos (1/64.000 a 1/125) foram usadas.

3.5. Estudos de linearidade para avaliar o tempo de incubagao com o

substrato

Para avaliar o melhor tempo de incubacdo com o sistema substrato, foram
realizadas reagdes de ELISA com LV e fragdo Gp, variando os tempos de incubagédo com
o substrato de 1 a 30 min.

3.6. ELISA para detecc¢ao de IgG, IgA e IgM

As cavidades das placas de poliestireno fundo em U (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Austria) foram sensibilizadas com 100 pul das preparagdes antigénicas de
cisticercos de T. solium, diluidas a 4 ug de proteina/ml em tampéao carbonato-bicarbonato
de sdédio 0,1M, pH=9,6. Apés um periodo de incubagao por 1h a temperatura ambiente
(TA) e por 16h a 4°C, em repouso, as cavidades das placas foram lavadas duas vezes

com 200 pl de SST contendo 0,1% de Tween 20 (SST-T). Em seguida, as cavidades das
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placas foram adicionados 100 ul de SST-T contendo 0,1% de soroalbumina bovina (SST-
T-SAB) e as placas foram incubadas por 30 min, & TA. Apds o periodo de incubagéo e
mais duas lavagens com SST-T, 100 ul das amostras de soros (diluidas a 1/75 para IgG e
IgA e 1/225 para IgM, em SST-T) ou LCR (diluidas a 1/5 para IgG, em SST-T) foram
adicionados, em duplicata, as cavidades das placas revestidas com as preparacdes
antigénicas, LV ou fragdo Gp. Para a pesquisa de IgA as amostras de soros foram
previamente absorvidas com RF Absorbent (Dade Behring Siemens, Deerfield, EUA). Em
todas as placas de reagao foram colocados controles de soro e LCR positivos e negativos
para a IgG e controles de soro positivo e negativo para a IgA. Apés um periodo de
incubagao com os soros por 1h, a TA, as cavidades das placas foram lavadas trés vezes
com SST-T e as mesmas acrescentados 100 ul de conjugado (anticorpos de cabra anti-
IgG, anti-IlgA ou anti-lgM humana marcados com peroxidase, diluidos, respectivamente, a
1/800, 1/3.000 e 1/1.000, em SST-T). Apés incubagao da placa por 1h, a TA, seguida de 3
lavagens das suas cavidades com SST-T, foram acrescentados as mesmas 100 ul do
sistema substrato, composto de TMB e H,0,, diluidos em tampao acetato-acido acético
0,1M, pH=5.5. Apds incubagao da placa por 10 min, a TA, no escuro, as reagdes foram
bloqueadas com 50 ul de acido sulfurico (H.SO,4) 2N. As leituras das absorbancias das
reacbes foram feitas a 450,630 nm, em leitora de ELISA (Labsystems, modelo Multiskan
MS, Finlandia).

O indice J (Youden, 1950) foi calculado para diferentes niveis de reatividade, em
termos de densidade ética (D.O.), aplicando a seguinte formula: J = (a/b) + (c/d) — 1,
onde, a = numero de pacientes com NC apresentando resultado positivo, b = nimero total
de pacientes com NC, ¢ = nimero de individuos nao infectados por NC com resultado
negativo e d = numero total de individuos nao infectados. A D.O. que produziu o maior

indice J foi utilizada como valor de cut-off.
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3.7. ELISA para deteccgao das subclasses da IgG e da IgE

As cavidades das placas de poliestireno fundo em U (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Austria) foram sensibilizadas com 100 pl das preparagdes antigénicas de
cisticercos de T. solium, diluidas a 4 ug de proteina/ml em tampao carbonato-bicarbonato
de sodio 0,1M pH=9,6. Apds um periodo de incubagéo por 1h a TA e por 16h a 4°C, em
repouso, as cavidades das placas foram lavadas duas vezes com 200 ul de SST-T. Em
seguida, as cavidades das placas foram adicionados 100 ul de SST-T-SAB e as placas
foram incubadas por 30 min, a TA. Apds o periodo de incubagao e mais duas lavagens
com SST-T, 100 ul das amostras de soros (diluidas a 1/75 para as subclasses da IgG e
1/15 para a IgE, em SST-T) ou LCR (diluidos a 1/5 para as subclasses da IgG e 1/2 para
a IgE, em SST-T) foram adicionados, em duplicata, as cavidades das placas revestidas
com as preparagdes antigénicas, LV ou fragdo Gp. Para a pesquisa de IgE as amostras
de LCR e soro foram previamente absorvidas com RF Absorbent (Dade Behring Siemens,
Deerfield, EUA). Em todas as placas de reagéo foram colocados controles de soro e LCR
positivos e negativos para a as subclasses da IgG e IgE. Apés um periodo de incubagéo
por 1h, a TA, as cavidades das placas foram lavadas trés vezes com SST-T e as mesmas
acrescentados 100 ul dos anticorpos monoclonais de camundongos especificos para as
quatro subclasses (anti-lgG4, anti-IgG,, anti-lgG; ou anti-lgG, humana diluidos a 1/750,
em SST-T) e para a IgE (anti-IgE humana, diluido a 1/1.000, em SST-T). Ap6s um periodo
de incubagéao por 1h, a TA, as cavidades das placas foram lavadas 3 vezes com SST-T e
as mesmas acrescentados 100 pul do conjugado (anticorpos de cabra anti-IgG de
camundongo marcados com peroxidase) diluido a 1/1.000 em SST-T. Apds incubacédo da
placa por 1h, a TA, seguida de 3 lavagens das suas cavidades com SST-T, foram
acrescentados as mesmas 100 ul do sistema substrato, composto de TMB e H,0,

diluidos em tampéo acetato-acido acético 0,1M, pH=5.5. Apds incubacdo da placa por 10
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min, a TA, no escuro, as reac¢des foram bloqueadas com 50 ul de H,SO,4 2N. As leituras
das D.O. das reacdes foram feitas a 450,630 nm, em leitora de ELISA (Labsystems,
modelo Multiskan MS, Finlandia). Os valores de cut-off foram determinado pelo indice J
(Youden, 1950), como previamente descrito.

3.8. Avaliagao da reatividade da anti-lgG humana marcada com peroxidase

Na pesquisa de anticorpos da classe IgG foi utilizado como conjugado anticorpos
de cabra anti-lgG humana marcados com peroxidase. Para avaliar a reatividade desse
conjugado, placas de ELISA foram revestidas com diferentes concentragbes de
imunoglobulinas 1gG4, 1gG,, 1gG; ou 1gG,4 (0,25 a 4 ug de proteina/ml). Apds um periodo
de incubacéao por 1h, a TA, as cavidades das placas foram lavadas 3 vezes com SST-T e
as mesmas acrescentados 100 pul do conjugado diluido a 1/800 em SST-T. Apds
incubagao da placa por 1h, a TA, seguida de 3 lavagens das suas cavidades com SST-T,
foram acrescentados as mesmas 100 ul do sistema substrato, composto de TMB e H,0,
diluidos em tampao acetato-acido acético 0,1M, pH=5.5. Apds incubacéo da placa 10 min,
a TA, no escuro, as reagdes foram bloqueadas com 50 ul de H,SO, 2N. As leituras das
D.O. das reagbes foram feitas a 450,630 nm, em leitora de ELISA (Labsystems, modelo
Multiskan MS, Finlandia).

3.9. Controles positivos e negativos de LCR e soros

Em todas as reagbes de ELISA, foram aplicados controles positivo e negativo de
LCR ou soro, seguindo as mesmas diluigdes padronizadas para as amostras. O controle
positivo de LCR foi obtido misturando-se partes iguais de LCR de 6 pacientes com NC,
todos apresentando niveis significativos de anticorpos anti-cisticercos, detectados por
ELISA. O controle negativo de LCR foi obtido misturando-se partes iguais de LCR de 6

pacientes, sem dados epidemioldgicos, clinicos, de imagem e laboratoriais para NC.
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Procedimento idéntico foi seguido para a obtencdo dos controles positivo e negativo de
soro.

3.10. Determinagao da producao intratecal de anticorpos

As dosagens de albumina e IgG em amostras de LCR e soro foram realizadas por
nefelometria (Nefeldmetro BN Prospect, Dade Behring Siemens). As concentragdes de
anticorpos no soro e LCR foram determinadas usando a técnica de ELISA.

As seguintes formulas foram utilizadas:
Qespecifico IgG = [Anticorpo LCR]/[Anticorpo soro]
QAlb = [Alb LCR]/[Alb soro]

QigG =[19G LCR]/[IgG soro]

Qiim(lgG) = [0,93 x VQAIb? + 0,000006 ] — 0,0017

Se Qi46<Qiim(ige) = Indice de anticorpos IgG = Qespecificolga/Qiga

Se Q4e>Qiim(ige) = Indice de anticorpos IgG = Qespecificolga/Qiim(1ga)

indice de anticorpos IgG > 1,5 indica sintese intratecal de anticorpos (Reiber e
Peter, 2001; Lejon et al., 2003).

3.11. Anélise dos dados

As sensibilidades e especificidades das reagbes ELISA e as medianas dos
resultados obtidos com essas reagdes foram comparadas usando os testes de Cochran e
de Mann-Whitney, respectivamente (Conover, 1971; Fleiss, 1981). Valores de p < 0,05

foram considerados significativos.
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Experimentos de titulagdo das preparacdes antigénicas definiram que as menores
concentragbes desses reagentes que produziram reatividade maxima foram alcangadas
com 2 ug de proteina/ml. Todas as reacdes ELISA foram realizadas usando
concentragbes de LV e fragdo Gp com 4 ug de proteina/ml.

Experimentos de titulagdo dos conjugados definiram as menores concentracdes
desses reagentes que produziram a maxima reatividade. O dobro dessas concentragdes
definiu o titulo dos conjugados empregados nas reacdes de ELISA.

Na pesquisa de anticorpos da classe IgG, anticorpo de cabra anti-IgG humana
marcado com peroxidase foi utilizado como conjugado. A reatividade desse conjugado
para as diferentes concentragbes de imunoglobulinas 1gG+, 19G,, I1gG; e 1gG4 € mostrada
na Tabela 1.

Tabela 1. Reatividade* da anti-lgG humana marcada com peroxidase
Concentragao da imunoglobulina (ug de proteina/ml)

imunoglobulina utilizada para o revestimento das placas de ELISA
4 1 0,25
1gG, 1,221 0,941 0,755
IgG, 1,232 1,042 0,901
IgG; 1,231 1,012 0,843
IgG, 1,275 1,010 0,808

* Resultados expressos em DO.

Como pode ser observado, o conjugado foi capaz de reconhecer anticorpos das
subclasses 1gGy, 1gG,, 1gG; e IgG, de modo similar, em concentracbes de
imunoglobulinas variando de 0,25 a 4 ug de proteina/ml.

Estudos de linearidade mostraram que as taxas de conversao do substrato foram
lineares por 15 min. Todos os testes de ELISA foram realizados com tempos de
incubagao com o sistema substrato por 10 min a TA.

Os pacientes com NC apresentaram indices de anticorpos variando de 2,2 a 21,01

(média= 9,7).
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Cinquenta e seis amostras de LCR, 22 de pacientes com NC e 34 de pacientes
com outras desordens neurolégicas [neurosifilis (n=5), neurocriptococose (n=8),
neurotoxoplasmose (n=4), esclerose multipla (n=5), meningite viral (n=6) e meningite
bacteriana (6)], foram utilizadas para a pesquisa de IgG e suas subclasses e os
resultados da pesquisa de anticorpos para as preparagbes LV e fragdo Gp, sao

apresentados, respectivamente, nas Figuras 1 e 2.
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Fig.1. Resultados da pesquisa de anticorpos anti-cisticercos em amostras de LCR de
pacientes com neurocisticercose (NC) e outras desordens neuroldgicas (ODN) com a
preparacao antigénica LV. D.O. = Densidade ¢tica; ( — ) média. Médias dos pacientes
com NC: IgG = 1,220; I1gG4 = 0,495; IgG, = 0,514; IgG; = 0,272; 1IgG, = 0,770.
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Fig 2. Resultados da pesquisa de anticorpos anti-cisticercos em amostras de LCR de
pacientes com neurocisticercose (NC) e outras desordens neuroldgicas (ODN) com a
preparacado antigénica fracdo Gp. D.O.= Densidade o6tica; ( — ) média. Médias dos
pacientes com NC: IgG = 1,090; IgG, = 0,318; IgG, = 0,410; IgG; = 0,116; IgG, = 0,728.
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Cinquenta e sete amostras de soros, 22 de pacientes com NC, 18 de pacientes
com outras infecgdes [sifilis (n=5), mononucleose infecciosa (n=3), citomegalovirose
(n=3), hepatite A (n=2), toxoplasmose (n=5)] e 17 de pessoas presumivelmente sadias
foram utilizadas para a pesquisa de IgG e suas subclasses e os resultados da pesquisa
de anticorpos para as preparagdes LV e fragcdo Gp, sao apresentados, respectivamente,

nas Figuras 3 e 4.
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Fig 3. Resultados da pesquisa de anticorpos anti-cisticercos em amostras de soros de
pacientes com neurocisticercose (NC) e pacientes com outras infecgdes e pessoas
presumivelmente sadias (ISNC) com a preparagao antigénica LV. D.O.= Densidade otica;
(— ) média. Médias dos pacientes com NC: 1gG = 1,236; IgG, = 0,680; 1gG, = 0,857; 1gG;
= 0,464; 1gG4 = 0,900.
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Fig 4. Resultados da pesquisa de anticorpos anti-cisticercos em amostras de soros de
pacientes com neurocisticercose (NC) e pacientes com outras infeccdes e pessoas

presumivelmente sadias (ISNC) com a preparagao antigénica fragdo Gp. D.O.

Densidade ¢tica; ( — ) média. Médias dos pacientes com NC: IgG = 1,128; IgG; = 0,489;
IgG, = 0,741; 1gG; = 0,282; IgG, = 0,789.
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Com base nestes resultados, as sensibilidades e especificidades da I1gG e suas
subclasses para as preparag6es antigénicas LV e fragdo Gp, bem como as medianas de
cada reacgao de ELISA, sao representadas na Tabela 2.

Tabela 2. Desempenho das rea¢dées ELISA para a IgG e suas subclasses com as
preparagoes antigénicas LV e fragao Gp.

LV Fracao Gp
LCR soro LCR soro

Anticorpo S (%) E% S (%) E (%) S(%) E(%) S(%) E(%)
(MD) (MD) (MD) (MD)

IgG 100 100 100 100 90,91 97,06 95,45 100
(1,173) (1,123) (0,937) (1,032)

IgG,4 72,73 100 86,36 94,28 59,09 91,18 63,64 94,28
(0,485) (0,744) (0,126) (0,332)

IgG, 81,81 100 90,91 97,14 68,18 94,12 68,18 97,14
(0,457) (0,877) (0,333) (0,737)

I9G; 59,09 97,06 86,36 97,14 36,36 100 54,54 88,57
(0,115) (0,398) (0,033) (0,196)

19G, 90,91 97,06 100 100 86,36 100 90,91 100
(0,853) (0,996) (0,691) (0,944)

S=sensibilidade; E=especificidade; MD=mediana.

Em amostras de LCR, a reagédo ELISA-IgG, apresentou maior sensibilidade que as
reagdes ELISA-IgG; e ELISA-IgG; com LV e fragao Gp, enquanto em relagdo a reagao
ELISA-IgG,, a reagdo ELISA-IgG, apresentou maior sensibilidade somente com a fracao
Gp. A reagdo ELISA-IgG, apresentou maior sensibilidade que a reagcdo ELISA-IgG;
somente para a fragao Gp, enquanto diferengas significativas nao foram observadas entre
as sensibilidades das reagbes ELISA-IgG, e ELISA-IgG4, com LV e fragdo Gp. Em
amostras de soros, a sensibilidade da reagdo ELISA-IgG, foi maior que as sensibilidades
das reagbes ELISA-IgG; e ELISA-IgG; com a fracdo Gp, enquanto diferencas
significativas ndo foram observadas entre as sensibilidades das quatro subclasses com

LV e entre as sensibilidades das reagbes ELISA- IgG;, ELISA-IgG, e ELISA-IgG, com a
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fracdo Gp. Nao foram encontradas diferengas significativas nas especificidades das
reacdes ELISA realizadas com LV e fragdo Gp em amostras de LCR e soros para a IgG e
suas subclasses.

Em amostras de LCR, o valor da mediana da reagcédo ELISA-IgG, foi maior que os
valores das medianas das reagdes ELISA-IgG4, ELISA-IgG; e ELISA-IgG;, tanto com LV
como com fracdo Gp. Com as duas preparagdes antigénicas, o valor da mediana da
reacdo ELISA-IgG, foi superior ao da mediana da reagdo ELISA-IgG;, enquanto
diferencas nao significativas foram observadas entre as medianas das reagbes ELISA-
IgG, e ELISA-IgG+. Em amostras de soros, o valor da mediana da reagado ELISA-IgG, foi
maior que o valor da mediana da reagao ELISA-IgGs;, tanto com LV como com fragdo Gp
e maior que ELISA-IgG; com a fragdo Gp. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre as reagbes ELISA-IgG, e ELISA-IgG,, com as duas preparagdes. O
valor da mediana da reacdo ELISA-IgG, foi superior ao valor da mediana ELISA-IgG;
somente com a fragcao Gp.

Quarenta e sete amostras de LCR, 16 de pacientes com NC e 31 de pacientes
com outros problemas neurolégicos [neurosifilis (n=5), neurocriptococose (n=7),
neurotoxoplasmose (n=4), esclerose mdultipla (n=4), meningite viral (n=5) e meningite
bacteriana (6)] foram utilizadas para a pesquisa de IgE e os resultados da pesquisa de

anticorpos para as preparagodes LV e fragdo Gp, sado apresentados na Figura 5.
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Fig 5. Resultados da pesquisa de anticorpos IgE em amostras de LCR de pacientes com
neurocisticercose (NC) e outras desordens neuroldgicas (ODN) com as preparagdes
antigénicas LV e fragdo Gp. D.O. = Densidade ¢tica; ( — ) média. Médias dos pacientes
com NC: LV = 0,556; Gp = 0,6009.
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Cinquenta e sete amostras de soros, 22 de pacientes com NC, 18 de pacientes
com outras infecgdes [sifilis (n=5), mononucleose infecciosa (n=3), citomegalovirose
(n=3), hepatite A (n=2), toxoplasmose (n=5)] e 17 de pessoas presumivelmente sadias
foram utilizadas para a pesquisa de IgE e os resultados da pesquisa de anticorpos para

as preparagdes LV e fragdo Gp, sdo apresentados na Figura 6.
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Fig 6. Resultados da pesquisa de anticorpos IgE em amostras de soros de pacientes com
neurocisticercose (NC) e pacientes com outras infecgdes e pessoas presumivelmente
sadias (ISNC) com as preparagoes antigénicas LV e fragdo Gp. D.O. = Densidade otica;
(— ) média. Médias dos pacientes com NC: LV = 0,343; Gp = 0,312.
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Cinquenta e sete amostras de soro, 22 de pacientes com NC, 18 de pacientes com

outras infecgdes [sifilis (n=5), mononucleose infecciosa (n=3), citomegalovirose (n=3),

hepatite A (n=2), toxoplasmose (n=5)] e 17 de pessoas presumivelmente sadias foram

utilizadas para a pesquisa de IgA e os resultados da pesquisa de anticorpos para as

preparacgdes LV e fracdo Gp, sao apresentados na Figura 7.

1.0+
L ]
&
. Y
0.8+ 4
: $
&
a® oy
A
ad
0,64 A
&g a
o
-
[
o . —_— 2
|
L L & ak ﬁ‘nﬁﬂ.
- [} 4
0.4 iy o000 AL
1) oo i A & A
uﬂu ig ad
o "N
- (=] &
San So0® i LYY
(] oy &y
8o,
0,24 ¢
» ;E i A4
» 8
o
ﬂ'i} T T T L
NC ISHC NC ISMIC

L

Gp

Fig 7. Resultados da pesquisa de anticorpos IgA em amostras de soro de pacientes com
neurocisticercose (NC) e pacientes com outras infecgdes e pessoas presumivelmente
sadias (ISNC) com as preparagdes antigénicas LV e fragdo Gp. D.O.= Densidade otica;
(— ) média. Médias dos pacientes com NC: LV = 0,449; Gp = 0,491.
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Cinquenta e sete amostras de soro, 22 de pacientes com NC, 18 de pacientes com

outras infecgdes [sifilis (n=5), mononucleose infecciosa (n=3), citomegalovirose (n=3),

hepatite A (n=2), toxoplasmose (n=5)] e 17 de pessoas presumivelmente sadias foram

utilizadas para a pesquisa de IgM e os resultados da pesquisa de anticorpos para as

preparacgdes LV e fracdo Gp, sao apresentados na Figura 8.
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Fig 8. Resultados da pesquisa de anticorpos IgM em amostras de soros de pacientes com
neurocisticercose (NC) e pacientes com outras infecgdes e pessoas presumivelmente
sadias (ISNC) com as preparagdes antigénicas LV e fracdo Gp. D.O. = Densidade otica;
(— ) média. Médias dos pacientes com NC: LV = 0,491; Gp = 0,630.
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Nas condigbes estabelecidas para a pesquisa de anticorpos da classe IgG e suas
subclasses, IgE e IgA, ndo houve deteccdo de anticorpos IgM especificos com as
preparacoes de LV e fragdo Gp nas amostras de soros testadas.

Com base nos resultados obtidos, as sensibilidades e especificidades da IgG, IgE
e IgA para as preparacgdes antigénicas LV e fracdo Gp, bem como as medianas de cada
reacao ELISA, sao representadas na Tabela 3.

Tabela 3. Desempenho das reagdes ELISA para a IgG, IgE e IgA com as preparagoes
antigénicas LV e fragao Gp.

LV Fracao Gp
LCR soro LCR soro

Anticorpo S (%) E% S (%) E (%) S(%) E(%) S (%) E(%)
(MD) (MD) (MD) (MD)

IgG 100 100 100 100 90,91 97,06 95,45 100
(1,173) (1,123) (0,937) (1,031)

IgE 93,75 100 90,91 97,14 93,75 100 86,36 100
(0,596) (0,352) (0,557) (0,311)

IgA NR NR 54,54 94,28 NR NR 13,63 100
(0,421) (0,458)

S=sensibilidade; E=Especificidade; MD=mediana; NR=nao realizado.

Em amostras de LCR e de soros, para LV e fragdo Gp, ndo foram observadas
diferengas significativas entre as sensibilidades das reagbes ELISA-IgG e ELISA-IgE. As
sensibilidades das reacbes ELISA-IgG e ELISA-IgE foram maiores do que as
sensibilidades das reagdes ELISA-IgA em amostras de soro, com as preparagdes
antigénicas LV e fragcdo Gp. Nao foram encontradas diferengas significativas nas
especificidades das reagdes de ELISA-IgG, ELISA-IgE e ELISA-IgA realizadas com LV e
fracao Gp.

Em amostras de LCR e de soros, tanto com a fragdo LV como com a fragao Gp, as
medianas das reagdes ELISA-IgG foram maiores que as medianas das reagdes ELISA-

IgE. Em amostras de soros, as medianas das reagdes ELISA-IgG foram maiores que as
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medianas das reagdes ELISA-IgA, tanto com LV como com Gp. Em amostras de soros, a
mediana da reagdo ELISA-IgA foi maior que a mediana da reacao ELISA-IgE com a
fragdo Gp, enquanto que com a fragdo LV nao houve diferenga significativa.

Com relagéo a comparacgao das preparacdes antigénicas, as analises estatisticas
nao mostraram diferencas significativas nas sensibilidades das reagdes ELISA realizadas
com LV e fragcdo Gp para a pesquisa de anticorpos das classes IgG e IgE e das
subclasses da IgG em amostras de LCR. Em amostras de soros, as reagdes ELISA-LV
apresentaram maior sensibilidade que as reagdes ELISA-fracdo Gp para a pesquisa de
19G;, 1gG,, 1gG3 e IgA, enquanto as sensibilidades das duas reagbes para a pesquisa de
IgG, 1gG,, IgE ndo mostraram diferengas significativas.

As reagbes cruzadas detectadas com a pesquisa de anticorpos das classes 1gG,
IgE e IgA e das subclasses da IgG sdo mostradas na Tabela 4.

Tabela 4. Reatividade cruzada nas reagées ELISA

Anticorpo LV Fracado Gp
LCR soro LCR soro
IgG ND ND neurotoxo a ND
19G, ND CMV 1 neurotoxo a sifilis 1
mono 2 neurotoxo b CMV 1
neurosifilis a
19G, ND sifilis 1 neurotoxo ¢ sifilis 1
neurosifilis a
19G; mening. bact. sifilis 1 ND sifilis 2
toxo 1
mono 1
sifilis 1
1gG, neurocripto ND ND ND
IgE ND mono 2 ND ND
IgA ND sifilis 3 ND ND

pessoa sadia
Neurotoxo = neurotoxoplasmose; toxo = toxoplasmose; CMV = citomegalovirose;
mono = mononucleose infecciosa; mening. bact = meningite bacteriana; neurocripto =
neurocriptococose; ND = nao detectada.
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5. DISCUSSAO



Existem poucos trabalhos comparativos sobre a pesquisa de diferentes classes e
subclasses de anticorpos na NC.

Flisser et al. (1980) pesquisaram por imunoeletroforese, utilizando como
preparagao antigénica um extrato salino de escdlex e parede de cisticercos de T. solium,
anticorpos especificos das classes IgG, IgM, IgE, IgA e IgD em amostras de soros dos
seguintes grupos de pessoas: 87 pacientes nos quais cisticercose cerebral ou visceral
nao foi detectada em autdpsia (grupo 0), 87 voluntarios aparentemente normais (grupo 1),
233 pacientes com outras doengas neuroldgicas (grupo 2), 129 pacientes com diagndstico
clinico mais provavel de cisticercose (grupo 3), 54 pacientes com cisticercose confirmada
por cirurgia ou autopsia (grupo 4). Os resultados obtidos mostraram que a positividade
variou com a probabilidade dos participantes da pesquisa ter cisticercose: grupo 0 = 1,1%,
grupo 1 = 2,2%, grupo 2 = 3,8%, grupo 3 = 31% e grupo 4 = 44,4%. Os casos nos quais
anticorpos especificos foram detectados mostraram uma resposta muito heterogénea com
relacdo ao numero e tipos de antigenos reconhecidos, classificados de acordo com a sua
mobilidade eletroforética. O antigeno que apresentou maior positividade, denominado
antigeno B, foi reconhecido por 84,5% dos soros apresentando anticorpos anti-cisticercos.
Imunofluorescéncia indireta realizada com imunoglobulinas monoespecificas nas
preparagbes imunoeletroforéticas, revelaram que anticorpos IgG, IgM, IgE, IgA e IgD
foram detectados em, respectivamente, 98%, 80%, 37%, 29% e 24% dos soros positivos.
Um componente anddico da preparagdo antigénica, denominado antigeno H, pareceu
favorecer preferencialmente a sintese de IgE.

Correa et al. (1985), procurando verificar se a resposta imune humoral participa da
protegdo na cisticercose humana, pesquisaram por imunofluorescéncia indireta, utilizando
secdes de cisticercos de T. solium obtidos de 6rgdos humanos, a presencga de anticorpos

das classes IgG, IgM, IgA e IgE e do componente do sistema complemento C3b sobre a
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superficie dos parasitas. Dos doze parasitas testados, obtidos de 10 pacientes, 1gG, IgM,
IgA, IgE e C3b foram encontrados em 11, 8, 10, 3 e 6 parasitas, respectivamente. Nos
trés casos com presenca de anticorpos IgE, a localizagdo dos parasitas era muscular,
subcutanea e subretiniana. Para saber se a resposta imune especifica correlacionava-se
com as imunoglobulinas encontradas nas superficies dos parasitas, os autores
pesquisaram anticorpos especificos totais por imunoeletroforese e anticorpos das classes
IgG, IgM, IgA e IgE por ELISA no soro e nos fluidos préximos ao encontro dos parasitas,
como LCR em casos de cisticercose cerebral e humores vitreo e aquoso em um caso de
cisticercose intra-ocular. Os autores n&o encontraram correlagéo entre a presencga de 1gG,
IgM, IgA, IgE e C3b na superficie dos parasitas e sinais de dano nos cisticercos ou com
as classes de anticorpos detectadas por ELISA.

Grogl et al. (1985) pesquisaram por Imunoblot, utilizando como preparacao
antigénica um extrato salino total de cisticercos de T. solium, componentes antigénicos
identificados por anticorpos presentes em soros de 17 pacientes com NC provenientes de
diferentes areas da Coldmbia e 15 soros de individuos sadios, 8 norte- americanos e 7
colombianos. O diagnéstico de NC foi baseado em dados clinicos, soroldgicos e de
tomografia computadorizada. Quando os soros foram analisados por eletroforese em gel
de poliacrilamida e coloragdo pela prata, 51 bandas com pesos moleculares (PM)
variando de 1,35x10* a 2,6x10° daltons foram detectadas. Dessas 51 bandas, 37 foram
reconhecidas por anticorpos presentes nos soros de pacientes com NC, sendo seis
dessas bandas também reconhecidas por anticorpos presentes em soros de pessoas
sadias. Anticorpos IgG reconheceram um maior numero de bandas (34, com PM variando
de 14.000 a 260.000 daltons), seguidos dos anticorpos IgE (15, com PM variando de
29.000 a 115.000 daltons), IgM (7, com PM variando de 41.000 a 77.000 daltons) e IgA

(6, com PM variando de 36.000 a 72.000 daltons). Antigenos com pesos moleculares de
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30.000-32.000, 35.000-36.000, 41.000, 45.000, 53.000 e 64.000 daltons foram
imunodominantes. Todos os pacientes estudados apresentavam anticorpos das classes
IgG e IgE contra esses antigenos. Aproximadamente 65% dos componentes antigénicos
eram glicoproteinas com cadeias oligossacaridias contendo N-acetil-D-glucosamina e
alfa-D-galactose, sugerindo um papel importante da parte glicidica das glicoproteinas na
imunogenicidade e antigenicidade dos cisticercos de T. solium.

Espinoza et al. (1986) pesquisaram por ELISA, utilizando como preparacgdes
antigénicas um extrato bruto de cisticercos de T. solium (EB) e uma fragdo do parasita
parcialmente purificada (AgB) anticorpos especificos das classes IgG, IgM, IgA e IgE em
162 amostras de soros e 168 amostras de LCR. As amostras de soros foram obtidas dos
seguintes grupos de individuos: 61 pacientes com NC (confirmada em cirurgia ou com
dados clinicos e laboratoriais sugestivos da doenga, incluindo a detecgao de anticorpos
especificos no soro por imunoeletroforese); 76 pessoas sadias e 25 pacientes com outras
doencgas parasitarias (5 hidatidose, 5 estrongiloidiase, 5 triquinose, 5 filariase e 5 larva
migrans viceral). As amostras de LCR foram obtidas de 82 pacientes com NC, confirmada
por cirurgia ou pela presenga de anticorpos especificos no soro, 70 amostras de
individuos sadios submetidos a anestesia subdural e 16 amostras de pacientes com
outras doengas neurologicas. A reacdo ELISA-EB apresentou para a pesquisa de
anticorpos 1gG, IgM, IgA e IgE em amostras de soros sensibilidades de 85%, 50%, 26% e
3%, respectivamente, enquanto as sensibilidades dessa reagao para a pesquisa dessas
mesmas classes de anticorpos no LCR foram 90%, 20%, 13% e 3%, respectivamente. A
reacdo ELISA-AgB apresentou para a pesquisa de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE em
amostras de soros sensibilidades de 80%, 29%, 0% e 0%, respectivamente, enquanto as
sensibilidades dessa reagao para a pesquisa dessas mesmas classes de anticorpos no

LCR foram 90%, 13%, 10% e 0%, respectivamente. Altos niveis de anticorpos IgE
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especificos tém sido descritos em muitas doengas causadas por helmintos (Cooper,
2008). Segundo os autores, anticorpos IgE podem nédo ter sido detectados em
decorréncia das altas diluicdes de soro (1:2.000) e LCR (1:10) utilizadas ou devido a
competicdo com a IgG por determinantes antigénicos, pois a IgG, além de muito mais
abundante, possui maior avidez do que a IgE para os determinantes antigénicos.

Short et al. (1990) pesquisaram por uma técnica de radioimunoensaio (RIE)
quantitativo, utilizando como preparagdo antigénica um extrato bruto salino total de
cisticercos de T. solium, anticorpos especificos da classe IgE e da subclasse 1gG, em
amostras de soros e LCR de 21 pacientes considerados clinicamente infectados (Cl) ,
com base nos sintomas, exame fisico e evidéncias de neuroimagem (raios X, TC e RM)
compativeis com cisticercose, 17 pacientes provavelmente sem a infecgdo (PSl), com
base na falta de evidéncia tipica de cisticercose em resultados de neuroimagem, e
amostras de soros de 11 individuos selecionados de um grupo de funcionarios sadios do
laboratdrio, apresentando baixo risco de exposi¢cao a infecgao (IS). Anticorpos IgE nédo
foram detectados em nenhuma das amostras de soros e LCR testadas. Ndo houve
diferenga significativa entre os trés grupos com relagdo a IgG, total no soro. O nivel de
IgG, especifica no soro foi significativamente maior no grupo de pacientes Cl do que no
grupo PSI. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os niveis de 1gG,
especifica nos grupos PSI e IS. O grupo CIl apresentou nas amostras de LCR niveis de
IgG, total de 18,6 ug/ml e especifica de 86 unidades arbitrarias (UA)/ml, significativamente
maiores do que aqueles apresentados pelo grupo PSI, respectivamente, 2,5 pyg/ml e 1,6
UA/ml.

Yang et al. (1998) pesquisaram por Imunoblot, utilizando como preparagéo
antigénica liquido vesicular de cisticercos de T. solium, anticorpos especificos em 247

soros de pacientes com NC, 105 soros de pacientes com outras infecgdes e 20 soros de
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pessoas presumivelmente sadias. Os pacientes com NC foram diagnosticados por
achados de neuroimagem (CT ou RM) compativeis e reagdes de ELISA positivas no
sangue e/ou LCR. A banda mais reconhecida pelos pacientes com NC foi um componente
do liquido vesicular com peso molecular de 10 kDa, com reagdes positivas encontradas
em 209 (84,7%) dos 247 soros testados. Com relacdo aos soros de pacientes com outras
parasitoses e soros de pessoas sadias, reacdes positivas para o componente 10 kDa
foram encontradas em 4 pacientes com equinococose. Utilizando soros de cinco
pacientes com NC, os autores mostraram que os anticorpos IgG, e principalmente 1gG,
foram predominantes. Em reagbes de ELISA, utilizando soros de 80 pacientes com NC e
liquido vesicular de cisticercos como preparagao antigénica, a maior absorbancia média
das reagoes foi obtida com a subclasse 1gG,, seguida da 1gG;.

Bueno et al. (2000) pesquisaram por ELISA, utilizando como preparagdes
antigénicas liquido vesicular de T. crassiceps (Tcra) e extrato salino total de cisticercos de
T. solium (Tso), anticorpos especificos das classes IgG, IgM, IgA e IgE em amostras
pareadas de soro, LCR e saliva de 25 pacientes com NC (grupo I) , amostras de LCR de
10 pacientes com outras doengas neuroldgicas, 35 amostras de soros e 7 amostras de
saliva de pessoas presumivelmente sadias (grupo IlI) e 23 amostras de soros de pacientes
com testes sorologicos reativos para outras parasitoses - toxocariase, toxoplasmose,
doenga de Chagas e esquistossomose (grupo lll). Dos 25 pacientes com NC, 15 (60%)
apresentavam a forma ativa da doenga e 10 (40%) a forma inativa, caracterizadas,
respectivamente, por neuroimagens (TC e/ou RM) apresentando ou nao caracteristicas de
processo inflamatorio. Considerando os 25 pacientes com NC, a reagao ELISA IgG-Tcra
apresentou sensibilidade de 100% para soro e LCR e 32% para saliva, enquanto a
reacdo ELISA IgG-Tso apresentou sensibilidade de 80% para soro, 100% para LCR e

24% para saliva. A especificidade das duas reacdes foi de 80% para soro € 100% para
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LCR, enquanto as reagdes ELISA IgG-Tcra e ELISA IgG-Tso apresentaram para saliva
especificidades de 100% e 87,5%, respectivamente. A reacdo ELISA IgA-Tcra
apresentou, respectivamente, sensibilidade e especificidade de 36% e 97,1% para soro,
40% e 100% para LCR e 4% e 90% para saliva. A reacdo ELISA IgE-Tcra apresentou
24% de sensibilidade e 97,1% de especificidade para soro. Anticorpos IgE ndo foram
detectados com esta técnica em amostras de LCR e saliva. De um modo geral, a
pesquisa de anticorpos revelou a presenga de concentragdes de IgG > IgA > IgE no soro,
LCR e saliva, com presencga de IgG em todas as fases evolutivas da doenga, enquanto
que a IgA e a IgE foram mais frequentes na forma inativa. A reagcdo ELISA IgA-Tcra
apresentou positividade em 33% dos pacientes com a forma ativa e em 40% com a forma
inativa, enquanto a reacdo ELISA IgE-Tcra foi positiva em 20% e 30% dos casos,
respectivamente.

Huang et al. (2002), utilizando papel de nitrocelulose como suporte, anticorpos
monoclonais de camundongo anti-lgG, humana marcados com particulas de ouro como
sonda e fluido vesicular de cisticercos de T. solium como antigeno, pesquisaram
anticorpos 1gG, em 49 soros de pacientes com NC, 99 soros de pacientes com outras
doencgas parasitarias, 28 soros de pacientes com outras doengas cerebrais e 45 soros de
pessoas sadias. O diagnostico de NC foi baseado em manifestagdes clinicas, resultados
de TC e RM, testes imunolégicos e/ou exame anatomo-patolégico. Anticorpos IgG, foram
detectados em 48 (97,8%) dos 49 dos pacientes com NC. Todas as amostras de
pacientes com outras doengas e controles sadios foram negativas, com excecgéo de trés
pacientes com equinococose que apresentaram uma fraca reagéo cruzada.

Odashima et al. (2002) pesquisaram por ELISA, utilizando como preparagao
antigénica um extrato bruto salino total de cisticercos de T. solium, anticorpos especificos

das classes 1gG, IgM, IgA e IgE em amostras de LCR , correlacionando os achados com
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as caracteristicas clinicas e achados tomograficos dos pacientes. Foram analisadas 85
amostras de LCR, 43 de pacientes com NC, 26 com NC ativa e 17 com a forma inativa,
classificadas segundo Sotelo et al. (1985), e 42 de um grupo de pacientes sem NC,
definido pela auséncia de anormalidades sugestivas de NC em exames de neuroimagem.
A forma inativa da NC apresentou perfil imunolégico no LCR semelhante ao grupo sem a
infeccdo. Por outro lado, a forma ativa da NC apresentou altos niveis de imunoglobulinas
especificas, com a maior positividade para IgG, seguida, em ordem decrescente, pela
positividade para IgM, IgE e IgA. As sensibilidades da reacédo de ELISA para a detecgao
de anticorpos das classes IgG, IgM, IgE e IgA foram, respectivamente, 88,5%, 65,4%,
31,8% e 26,9%. Niveis maiores de anticorpos foram observados em casos com lesdes
intraventriculares com sinais de inflamagao no LCR e naqueles pacientes com multiplas
manifestagdes clinicas.

Chavarria et al. (2005) pesquisaram por meio de ELISA, utilizando LV de
cisticercos de T. solium como antigeno, anticorpos especificos da classe IgE e das
subclasses da IgG em amostras de LCR de 45 pacientes com NC sintomatica. Pacientes
com doencga severa (hipertensao intracranial, definida pela presenga de dor de cabeca,
nausea, vomito e papiledema) mostraram niveis maiores de 1gG;, 1gG,, 1gG; e IgE em
comparagao com os casos moderados (déficits focais e/ou convulsdes).

Chavarria et al. (2006) pesquisaram por meio de ELISA, utilizando LV de
cisticercos de T. solium como antigeno, anticorpos especificos da classe IgE e das
subclasses da IgG em 52 amostras de soros de pacientes com NC, 26 casos sintomaticos
e 26 casos assintomaticos. Os casos assintomaticos, com exames de neuroimagem
mostrando um Unico cisticerco calcificado no parénquima cerebral ou no espago
subaracnoide, apresentaram baixos niveis de todas as subclasses da IgG. Os casos

sintomaticos, com exames de neuroimagem mostrando um ou multiplos cisticercos nos
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estagios vesicular, coloidal, calcificado ou misto localizados no espago subaracndide da
base e/ou no sulco, nas cavidades ventriculares, no parénquima ou em mais de uma
dessas localizagdes, apresentaram niveis aumentados de todas as subclasses da IgG.

Intapan et al. (2008) avaliaram por ELISA a produgédo de anticorpos IgG, em 14
soros de pacientes com NC, 20 soros de pessoas aparentemente sadias, 9 soros de
pacientes com infec¢ao por Taenia saginata e 35 soros de outras parasitoses, utilizando
como preparagdes antigénicas um extrato bruto total salino de cisticercos de T. solium e
dois peptideos sintéticos, HP6-3 e Ts45W-1, derivados do seqiienciamento de antigenos
de T. saginata e Taenia ovis. A reagao ELISA-IgG, apresentou os melhores resultados
com o extrato bruto total, 100% de sensibilidade e 80,9% de especificidade.

Quatro dos trabalhos anteriormente citados avaliam a producdo simultanea de
varias classes de anticorpos em pacientes com NC. Em trés desses trabalhos, um
realizado com imunoeletroforese e amostras de soros (Flisser et al.,1980), um com
Imunoblot e amostras de soros (Grogl et al.,1985) e um com ELISA e amostras de LCR e
soros (Espinoza et al., 1986), utilizando como preparagao antigénica um extrato bruto total
de cisticercos de T. solium, os autores obtiveram maior positividade para IgG seguida em
ordem decrescente pela positividade para IgM, IgA e IgE. Odashima et al. (2002),
utilizando ELISA com um extrato bruto total de cisticercos de T. solium, obtiveram em
amostras de LCR, maior positividade para IgG seguida em ordem decrescente pela
positividade para IgM, IgE e IgA. Bueno et al. (2000), utilizando ELISA e preparagdes
antigénicas de cisticercos de T. solium e T. crassiceps, obtiveram em soro maior
positividade para IgG seguida em ordem decrescente pela positividade para IgA e IgE e

em LCR maior positividade para IgG seguida da IgA, sem detecgao de IgE.

Com relagdo as classes de imunoglobulinas, a maior discordancia de nossos

dados com aqueles encontrados na literatura diz respeito a pesquisa de IgM. Em nosso
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estudo, anticorpos IgM n&o foram observados nas amostras de soros e LCR de pacientes
com NC, enquanto que nos trés trabalhos encontrados na literatura onde a IgM foi
pesquisada, essa classe de anticorpos foi detectada em 13% a 80% das amostras

estudadas (Flisser et al., 1980; Espinoza et al., 1986; Odashima et al., 2002).

Anticorpos IgM sao parte da resposta primaria de anticorpos, sendo detectados
com muito menos frequéncia em infecgbes crénicas e na resposta secundaria de
anticorpos. Teoricamente, ndo seria esperada a detecgdo desses anticorpos em um
numero significativo de pacientes com NC, devido ao longo tempo de evolugao da doenca
na maioria dos pacientes estudados. Utilizamos em nosso estudo para a determinagao
dos cut-offs das reagbes o indice J, determinado com as amostras biolégicas obtidas de
pacientes com NC e com outras infecgoes e de pessoas sadias. Utilizando esse critério,
nao detectamos anticorpos IgM em nenhuma das amostras de soro e LCR incluidas em
nosso estudo. Quando o indice J para a IgM é calculado levando em consideracao
somente as amostras de soros de pacientes com NC e as amostras de soros de pessoas
sadias, as sensibilidades e especificidades das reagdes de ELISA IgM, utilizando LV ou
fracdo Gp como preparagdo antigénica, foram, respectivamente, 27,27% e 100%,
mostrando a influéncia da selegdo das amostras bioldgicas incluidas no estudo e do
calculo do cut-off nos resultados obtidos. Cabe ressaltar que, diferentemente da pesquisa
de IgA e IgE, os soros nao foram pré-absorvidos com RF Absorbent para a pesquisa de
IgM, podendo resultados falso-negativos ter sido originados, devido a competigdo da IgG
com a IgM por determinantes antigénicos.

Anticorpos IgA na NC tem sido detectados em amostras de soros, LCR, saliva e
lagrimas (Flisser et al., 1980; Espinoza et al., 1986; Bueno et al., 2000; Odashima et al.,
2002; Sahu et al., 2008). Em amostras de soros, anticorpos IgA tém sido detectados em

13% a 36% dos pacientes com NC (Flisser et al., 1980; Espinoza et al., 1986; Bueno et
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al., 2000). No nosso estudo, com as preparacdes LV e fragdo Gp, esses anticorpos foram
detectados em, respectivamente, 54,54% e 13,63% das amostras de soros. Enquanto o
papel da IgA secretora é bem estabelecido na imunologia das mucosas, nao se conhece
muito sobre a fungédo da IgA sérica (Monteiro & Winkel, 2003). Ndo encontramos na
literatura comentarios sobre o motivo da producdo da IgA na NC, bem como a sua fungao.
Reacgdes de Imunoblot realizadas com antigenos excretorio-secretérios de T. solium
mostraram que anticorpos 1gG, e IgA sao detectados com alta freqliéncia em amostras de
soros pacientes com teniase (Wilkins et al., 1999). Como no ciclo biolégico do parasita os
vermes adultos se instalam no intestino humano, anticorpos séricos da classe IgA
poderiam ser produzidos para esses antigenos. Determinantes antigénicos comuns ou
similares entre o verme adulto e a forma larval poderiam induzir a produgéo de anticorpos

da classe IgA pelos cisticercos na NC.

Com relagao a pesquisa simultanea das subclasses da IgG e da IgE, os dados da
literatura também s&o escassos, com um trabalho mostrando por radioimunoensaio que
anticorpos IgE nao foram detectados em amostras de LCR e soros e que os niveis de
IgG, foram significantemente maiores em pacientes com NC sintomaticos do que no
grupo de pacientes sem a infecgao (Short et al., 1990), um trabalho mostrando que em
pacientes com doencga severa apresentando hipertensao intracraniana os niveis de IgG,
IgG,, IgGs e IgE em LCR foram maiores que em casos de infec¢do moderada (Chavarria
et al., 2005) e um trabalho mostrando que soros de pacientes com NC sintomatica
apresentavam niveis aumentados de todas as subclasses da IgG. Com relagdo a
pesquisa de 1gG, isolada, Huang et al. (2002) e Intapan et al. (2008) detectaram essa
subclasse de anticorpo em, respectivamente, 97,80% e 100% das amostras de soros de

pacientes com NC testadas.
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A producdo de 1gG, e IgE é controlada por varios mecanismos, embora as
citocinas IL-4/IL-13 tenham grande importdncia na diferenciagcdo de linfécitos em
plasmécitos produtores dessas duas imunoglobulinas, consideradas parte da resposta
Th2. Um dos efeitos dessa dependéncia comum de células Th2 é que antigenos que
induzem respostas de IgE sdo também bons indutores de respostas IgG, (Aalberse et al.,
2009).

Em infecgdes por helmintos, varios estudos in vivo e in vitro mostraram uma
elevacao da producao de anticorpos IgG, e IgE (Garaud et al., 2003). A IgG,4 é geralmente
considerada um anticorpo ndo patogénico, pela sua ineficiéncia tanto na ativacdo do
sistema complemento como na formagao de imunocomplexos grandes (devido a sua
monovaléncia efetiva), os quais poderiam causar graves problemas em estimulagéo
antigénica crénica. Usualmente, sdo necessarios muitos meses de repetida exposigcao
antigénica antes que a resposta IgG, torne-se proeminente (Aalberse et al., 2009). A IgG,
esta associada com condi¢des clinicas severas, como pode acontecer na NC. Algumas
dessas associagdes sugerem um efeito protetor, como em imunoterapia especifica a
alérgenos e protecao de efeitos alérgicos durante as parasitoses (Aalberse et al., 2009).
Em um estudo recente em malaria causada por Plasmodium falciparum, em individuos
naturalmente expostos em areas endémicas, foram observados altos niveis de IgG;, 1gG,
e IgG; em individuos assintomaticos e com malaria sem complicagdes, enquanto que nos
individuos com complicacbes causadas pela infecgdo, foram encontrados altos niveis de
IgG,, IgE e IgM, sugerindo que alguns anticorpos podem ter fungcéo protetora, enquanto
outros podem ser patogénicos (Leoratti et al., 2008). Num estudo de esquistossomose em
individuos sintomaticos apresentando a doenga em diversos estagios, niveis elevados de
IgG, contra antigenos de ovos do parasita foram encontrados em pacientes com fibrose

incipiente, em comparagao a individuos nao infectados ou com hepatoesplenomegalia,
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indicando uma correlagdo positiva entre os niveis de 1gG, e intensidade da infecgéo
(Caldas et al., 2008).

No nosso trabalho, os anticorpos IgG, e IgE foram detectados com elevada
freqiéncia. Os anticorpos 1gG, foram detectados em, respectivamente, 90,91% e 100%
das amostras de LCR e soros com ELISA utilizando LV e em, respectivamente, 86,36% e
90,91% das amostras de LCR e soros com ELISA utilizando a fragdo Gp. Os anticorpos
IgE foram detectados em, respectivamente, 93,75% e 90,91% das amostras de LCR e
soros com ELISA utilizando LV e em, respectivamente, 93,75% e 86,36% das amostras
de LCR e soros com ELISA utilizando a fragdo Gp. Em trés pacientes foram detectados
anticorpos da classe IgE e das quatro subclasses da IgG, em amostras de LCR e soro,
tanto para LV como para fracdo Gp. Dois pacientes, um apresentando crises epilépticas e
0 outro com hipertenséo intracraniana e hidrocefalia, apresentavam cisticercos em varios
estagios evolutivos. Um paciente com crises epilépticas apresentava lesdes calcificadas e
um cisto racemoso.

Preparagbes antigénicas compostas de fragbes glicoprotéicas tém sido utilizadas
com sucesso em reacdes de /Imunoblot para a pesquisa de anticorpos anti-cisticercos,
sendo a técnica desenvolvida por Tsang et al. (1989), utilizando glicoproteinas com
afinidade por lentil-lectina como preparagdo antigénica, considerada o padrdo ouro na
sorologia para NC. Em nosso estudo, as reacdes de ELISA realizadas com LV mostraram
sensibilidades iguais ou superiores aquelas obtidas com a fracdo Gp, composta de
glicoproteinas com afinidade por lentil-lectina. Essa diferenga de comportamento pode ser
explicada em parte pelas interagdes diferentes que ocorrem entre as glicoproteinas e as
matrizes de poliestireno e nitrocelulose, utilizadas nas reagbes de ELISA e Imunoblot,
respectivamente. Devido a complexidade da obtencgao da fragdo Gp e o seu custo final, o

LV parece adequado para a pesquisa de anticorpos por ELISA na NC, considerando os
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resultados do presente estudo e de estudos de avaliagdo de preparagbes antigénicas
encontrados na literatura (Larralde et al., 1990; Bueno et al., 2000; Bueno et al., 2001;
Arruda et al., 2005, Suzuki et al., 2007).

Uma das grandes dificuldades no imunodiagnéstico da NC tem sido a reatividade
cruzada entre antigenos de cisiticercos e anticorpos de pacientes com outras infecgdes.
No presente trabalho, o maior nimero de reagdes cruzadas foi encontrado em pacientes
com sorologia positiva para toxoplasmose. Reagoes falso-positivas para NC com soros de
pacientes com toxoplasmose também foram observadas em outros estudos (Suzuki et al.,
2007).

A grande variagao de resultados com relagao a pesquisa de anticorpos na NC esta
relacionada a varios fatores, salientando-se heterogeneidade dos pacientes incluidos no
estudo, o estado imune dos pacientes na época de coleta das amostras de sangue e/ou
LCR, o numero, localizagdo e estagio evolutivo dos parasitas no SNC, as propriedades
intrinsecas das técnicas utilizadas para pesquisa de anticorpos, a preparagao antigénica e
0 método utilizado para determinar o cut-off das reag¢des. Os pacientes com NC incluidos
no presente estudo, além de dados epidemiolégicos e de neuroimagem compativeis com
a infeccdo, apresentavam produgao intratecal de anticorpos IgG anti-cisticercos,

parametro altamente confiavel para o diagnéstico das neuroinfecgoes.

Analisando anticorpos especificos das classes 1gG, IgE, IgA e IgM e das
subclasses da IgG, tanto em amostras de LCR como em amostras de soros, com duas
preparagbes antigénicas (LV e fracdo Gp), o presente trabalho contribui tanto para o
diagnéstico como para o entendimento da fisiopatologia da NC, bem como abre
perspectivas para pesquisas futuras, como o fracionamento do LV, com o intuito de

identificar fragdes com alta atividade antigénica especifica e baixa reatividade cruzada.
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6. CONCLUSOES



Com relacao a pesquisa de anticorpos especificos anti-cisticercos em amostras de
LCR e soro de pacientes com NC, por ELISA, utilizando como preparagdes antigénicas o

LV e a fragdo Gp, podemos concluir:

1. Em pacientes com NC sintomatica, com as preparag¢des antigénicas LV e fracdo Gp,
tanto em amostras de LCR como em amostras de soros, a maior positividade em reacdes
ELISA foi obtida na deteccdo de anticorpos das classes IgG e IgE, seguida da
positividade da IgA. Anticorpos IgM nao foram detectados em amostras de soros com

reacdes de ELISA realizadas com as duas preparagdes antigénicas.

2. A IgG,, em reacgbes ELISA realizadas com LV e fragdo Gp, tanto em amostras de LCR
como em amostras de soros, apresentou positividade e valores de concentragdo iguais ou

superiores as outras subclasses da IgG.

3. As reagbes ELISA realizadas com LV mostraram sensibilidades iguais ou superiores
aquelas obtidas com a fragdo Gp. Considerando a complexidade da obtengao da fragao
Gp e o seu custo final, o LV parece adequado para a pesquisa de anticorpos por ELISA

na NC.
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