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RESUMO

A neurocisticercose  (NC) constitui  doengca  polimoérfica, apresentando
heterogeneidade da resposta imune no hospedeiro humano. Nesse estudo, o teste Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) foi utilizado com 35 “primers” na detec¢do de
polimorfismo em metacestédeos de Taenia solium provenientes de cinco dreas geogréficas
distintas do Brasil: 1) Distrito Federal (DF), regido Centro-Oeste; 2) Barreiras (BA), regido
nordeste e da regido sudeste: 3) Bacia Hidrogréafica do Rio Mosquito (norte de Minas
Gerais, RM-MG), 4) Sao Paulo (SP) e 5) Uberaba (Minas Gerais, UB-MG). Os extratos
salinos totais de metacestddeos de quatro populacdes (DF, BA, RM-MG e SP) foram
utilizados na detec¢do de anticorpos IgG especificos pelo ELISA e “Western Blotting”
(WB). As 157 amostras de soro de trés grupos (G) de individuos: G1: 49 pacientes com
NC; G2: 68 pacientes com outras helmintiases, sendo hidatidose (10), teniase (20),
estrongiloidiase (20), esquistossomose (10) e himenolepiase (8) e G3: 40 individuos
sauddveis (controles); foram analisadas pelo ELISA. Foram ensaiadas 98 amostras de
soro: G1 (49), G2 (39) e G3 (10) pelo WB. As distancias genéticas, por porcentagem de
desacordo, foram de 49,5% (DF), 48% (BA), 38,5% (UB-MG) e 28% (RM-MG e SP) nas
populacdes de metacestddeos, calculadas a partir de 15 marcadores de RAPD. Seis
“primers” geraram fragmentos polimorficos nos isolados analisados, sendo que os
“primers” 26 (GGGTTTGGCA) e 29 (TCGCCAGCCA) permitiram melhor diferenciacao
entre as populagdes, o “primer” 26 gerou os fragmentos de 1000, 500 e 326 pb (pares de
bases) na amostra de UB-MG, e de 600 e 244 pb em RM-MG. O 29 gerou fragmentos em
quatro das populacdes analisadas, sendo 500, 800 e 1191 pb em SP, 300 e 1377 pb em UB-
MG, 1000 pb no DF e 244 e 434 pb na BA. No Gl, as freqiiéncias de positividade no
ELISA, foram: 90% (DF), 69% (BA), 71% (MG) e 67% (SP), sendo o extrato do DF mais
antigénico que os demais (p = 0,02). No WB, o peptideo de 64-68 kDa foi reconhecido em
todos os extratos, exclusivamente, em amostras de pacientes com NC ativa (p=0,001).
Detectou-se variacdao no padrdo de reconhecimento de bandas entre os extratos (p<0,05).
No G2, as amostras de soro de pacientes com hidatidose apresentaram de 70 a 90% de
positividade no ELISA frente aos extratos analisados (p<0,05); porém, o padrdo de
reconhecimento de bandas no WB diferiu do apresentado pelas amostras do G1, sendo que
a banda de 77 kDa foi significativamente identificada pelas amostras de pacientes com
hidatidose (p=0,0001). Concluiu-se que as populagdes de 7. solium analisadas nesse

estudo, apresentaram variabilidade genética e diferencas de antigenicidade.
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ABSTRACT

Neurocysticercosis (NC) is a polymorphic disease and the immune response in
human carrier is heterogenic. In this study, 35 primers were used for amplifications by
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) of Taenia solium metacestodes, from five
different geographic areas in Brazil: 1) Distrito Federal (DF), Center West; 2) Barreiras
(BA), Northeast and Southeast; 3) Hydro Basin of the Mosquito River (North of Minas
Gerais, RM-MG), 4) Sao Paulo (SP) and 5) Uberaba (Minas Gerais, UB-MQG).
Metacestodes saline crude extracts of four populations (DF, BA, RM-MG e SP) were used
for the detection of specific IgG antibodies by ELISA and Western Blotting (WB). A total
of 157 serum samples of three groups, (G1): 49 NC patients; (G2): 68 patients with other
helminthiasis: hydatidosis (10), taeniasis (20), strongyloidiasis (20), schistosomiasis (10)
and hymenolepiasis (8); and (G3): 40 healthy individuals; were analyzed by ELISA. From
these, the 98 serum samples were assayed by WB; G1 (49), G2 (39) and G3 (10). The
genetic distances, in disagreement percentage, between the metacestode populations were
calculated from of 15 RAPD markers and showed 49.5% (DF), 48% (BA), 38.5% (UB-
MG) and 28% (RM-MG and SP) of genetic distances. Six primers identified polymorphic
fragments and the primers 26 (GGGTTTGGCA) and 29 (TCGCCAGCCA) allowed a
better differentiation of populations. The fragments of 1000, 500 and 326 pb (pairs of
bases) in the UB-MG and of 600 and 244 pb in RM-MG were amplified by primer 26. The
fragments generated by primer 29 were 500, 800 and 1191 pb, 300 and 1377 pb, 1000 pb
and 244 and 434 pb in SP, UB-MG, DF and BA populations, respectively. In G1, the
positivity by ELISA was: 90% (DF), 69% (BA), 71% (MG) and 67% (SP). The DF extract
was more antigenic than others (p=0.02). In WB, the 64-68 kDa antigens were recognized
in all extracts, exclusively, in serum samples from active NC patients (p=0.001). Variation
in banding pattern was detected between the extracts (p<0.05). In G2, the serum samples
of hydatidosis patients presented from 70 to 90% positivity by ELISA in antigenic
extracts (p<0.05); however, the bands recognition pattern in WB was different from that
presented in G1 samples. The 77 kDa band was significantly identified in hydatidosis
samples (p=0.0001). In conclusion, the 7. solium populations analyzed showed genetic

variability and antigenic differences.
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1. INTRODUCAO

O Filo Platyhelminthes, Classe Cestoidea, Ordem Cyclophyllidea e
Familia Taeniidae inclui os parasitos do género Taenia spp que apresenta 42 espécies e trés
subespécies, sendo que, em 35 dessas espécies, o ciclo de vida ja completo estd descrito
(LOSS-FRANK, 2000; HOBERG, 2006). Estima-se que a associac¢do entre Taenia spp e
os hominideos ocorreu hd cerca de 10.000 anos atrds na Africa. Anteriormente, os
hospedeiros definitivos eram hienas (Taenia solium, Linnaeus, 1758) e felideos (Taenia
saginata, Goeze, 1782 e Taenia asiatica) conforme demonstrado na Figura 1. A partir da
domesticacdo de suinos e bovinos, como a principal fonte alimentar de origem animal, a
dispersdo da infec¢do humana se intensificou (HOBERG, 2002; HOBERG, 2006).

Os tenideos possuem corpos achatados dorso-ventralmente e divididos
em escolex, colo e estrobilo. O escélex € o 6rgao de fixacdo do Cestoda na mucosa
intestinal, apresentando quatro ventosas, formadas de tecido muscular, arredondadas e
proeminentes. O parasito 7. solium possui um rostelo ou rostro armado com 25 a 50
actleos ou ganchos; T. saginata e T. asiatica nao possuem o rostelo. O colo esta situado
imediatamente abaixo do escélex, ndao tem segmentacdo, constituindo a zona de
crescimento ou de formagao de proglotes. O estrébilo ou corpo do helminto, composto pela
unido de proglotes (segmentos ou anéis), as quais se subdividem em jovens, maduras e
grividas, de acordo com o desenvolvimento dos Orgdos reprodutores. As proglotes
grividas sdo aquelas que apresentam o ttero hipertrofiado contendo ovos (REY, 2001).

A teniase ocorre devido ao parasitismo de adultos das espécies T.
solium, T. saginata ou T. asiatica no intestino delgado humano. Essas espécies apresentam
ciclos de vida do tipo heteroxeno, sendo o suino o hospedeiro intermediario de 7. solium e
de T. asiatica, e o bovino constitui o hospedeiro intermediario de 7. saginata (SOTELO,

DEL BRUTTO, 2000; PAWLOWSKI, ALLAN, SARTI, 2005). A teniase ¢ adquirida pela



ingestdo de carne crua ou mal cozida de suino ou de bovino infectados, sendo
assintomdtica ou oligossintomadtica. O diagndstico de teniase € realizado pelo encontro de

ovos ou proglotes que sdo eliminados nas fezes apds quatro meses do inicio da infecg¢ao

(FLISSER, 2006).
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Figura 1 — Arvore filogenética e hospedeiros carnivoros associados com espécies de

Taenia spp (HOBERG, 2006).

Os ovos das trés espécies sao morfologicamente idénticos, portanto o
diagnéstico pela detec¢ao desse estdgio € fornecido pela categoria taxonomica de género.
A diferenciagdo morfologica entre essas espécies € realizada pela presenca de rostelo no
escolex de T. solium, estrutura ausente nas outras duas espécies e a partir do nimero e tipo
de ramificacdes uterinas das proglotes gravidas, sendo que 7. solium apresenta de 7-11
ramificacoes laterais a partir do ramo central do utero e do tipo dendriticas; em 7. saginata

e T. asiatica essas ramificacOes apresentam mais que 12 ramos laterais e sdo do tipo



dicotdmicas (YANCEY, DIAZ-MARCHAN, WHITE, 2005; AVILA et al., 2006). A
distin¢do entre 7. saginata e T. asiatica pode ser feita pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando-se “primers” especificos. Os metacestodeos (estagios larvais) de T.
asiatica apresentam tropismo visceral no hospedeiro intermedidrio, fato ndo observado na
infeccdo por T. solium (GALAN-PUCHADES, FUENTES, 2000).

O diagnéstico parasitologico da teniase apresenta 60% de
sensibilidade, devido aos métodos empregados e a auséncia de eliminacdo de
ovos/proglotes por longos periodos durante a infec¢io (ALLAN, CRAIG, 2006). Esses
fatos, aliados ao diagnéstico nao especifico, representam limitagcdes aos estudos
epidemiolégicos e a implementacdo de estratégias de controle do Complexo
Teniase/Cisticercose. O desenvolvimento de ensaios para deteccdo de antigenos
especificos em amostras de fezes humanas e de anticorpos especificos contra o estagio
adulto desses parasitos representa tecnologia de aplicacao potencial no controle dessa
infeccdo (SCHANTZ, 2006, NUNES et al., 2006).

A teniase por T. asiatica foi descrita no final da década de 80 e
apresenta indices endémicos, principalmente na Taildndia e na China, e esse parasito
possui semelhanga filogenética com 7. saginata, sendo considerado como uma subespécie
por Fan (1988) e, posteriormente, caracterizada como uma espécie por Eom, Rim (1993)
no entanto, persistem ainda questionamentos sobre a taxonomia desse parasito e a
defini¢do de subespécie de T. saginata ou a classificacio como uma espécie independente,
necessitando de andlises em maior nimero de amostras do parasito (MCMANUS, 2006).

Dentre esses parasitos, somente 7. solium apresenta ovos com a
capacidade de infectar e ocasionar cisticercose (infeccdo pela larva, metacestédeo ou
cisticerco) no homem, que € caracterizado como hospedeiro acidental no ciclo de vida do

parasito (GALAN-PUCHADES, FUENTES, 2000; PAWLOWSKI, ALLAN, SARTI,



2005). A forma adulta do parasito pode medir de um e meio a quatro metros de
comprimento e sobrevive em média trés anos no hospedeiro. Cada proglote gravida de 7.
solium produz cerca de 50.000 ovos férteis (WEBBE, 1994). As formas metacestodeas
sobrevivem em diferentes mamiferos (suino, cao, macacos € homem) porém, os adultos
somente se desenvolvem no homem (ITO, 2002; YANCEY, DIAZ-MARCHAN, WHITE,
2005). O “hamster” e o “gerbil”, tratados com drogas imunossupressoras, atuam como
modelos experimentais eficientes para o desenvolvimento de adultos desse parasito
(AVILA et al., 2006).

Os suinos adquirem a cisticercose principalmente através da
coprofagia. Recentemente, Copado et al. (2004) demonstraram que os suinos se organizam
em sistema de hierarquia, apresentam forte coesdo entre o grupo e dinamica social que
exercem influéncia na transmissdo de parasitos. Observaram que os suinos adultos, lideres
do grupo, sdo os primeiros a terem acesso as fezes e ingerem grande quantidade, restando
pouco para os outros. Através de uma série de experimentos controlados, Gonzalez et al.
(2005) forneceram proglotes gravidas de 7. solium a um suino e ele foi capaz de infectar o
segundo suino, demonstrando portanto, que a transmissao suino-suino é possivel, porém o
impacto desse fato ainda nao foi avaliado (GARCIA, DEL BRUTTO, 2005).

O ovo de T. solium, ingerido pelo suino ou homem, sofre a acdo do
suco gastrico e, no intestino delgado, ocorre liberagdo da oncosfera ou embrido que
atravessa a parede intestinal e através da corrente sangiiinea migra para os tecidos. Os
metacestodeos se desenvolvem nos musculos esquelético e cardiaco, nos olhos e no
sistema nervoso central (SNC) desses hospedeiros (FLISSER, MADRAZO, DELGADO,
1997; GARCIA et al., 2003).

A transmissdo da cisticercose humana relaciona-se a falta de

saneamento bdsico, maus habitos de higiene pessoal e ao destino inadequado das fezes



humanas. A principal forma de infeccdo € a transmissao pelo contato indireto, através da
ingestdo de alimentos e/ou 4gua contaminados por fezes ou, diretamente, através das maos
de individuo com teniase por 7. solium (hetero-infeccio) (GARCIA, DEL BRUTTO,
2005). Os individuos com infec¢@o por parasitos adultos de 7. solium podem se contaminar
pela falta de higiene pessoal ou por regurgitacdo e posterior ingestdo de proglotes do
parasito (auto-infec¢do). Os vegetais que sdo ingeridos crus podem ser contaminados por
ovos de parasitos através da irrigagcdo com 4agua contaminada ou pela prépria adubagio
com fezes humanas (AGAPEJEV, 2003, GARCIA, DEL BRUTTO, 2005).

O metacestodeo de T. solium € constituido por uma vesicula
membranosa, contendo liquido no seu interior; o escélex invaginado com quatro ventosas,
apresenta rostelo com duas fileiras de ganchos ou actleos e o colo. Essas larvas podem
atingir até 12 mm de comprimento, apds quatro meses de infeccdo. O metacestddeo,
durante seu desenvolvimento nos tecidos do hospedeiro passa por quatro etapas: a) etapa
vesicular — metacestédeo vidvel, apresenta uma membrana transparente contendo liquido e
o escolex invaginado em seu interior; areas de tegumento do parasito apresentam-se,
histologicamente, intactas e outras dreas podem ser vistas com reacdo inflamatéria e
discreta gliose. Nessa primeira etapa, a resposta imune pode variar da tolerancia até intensa
resposta inflamatoria; b) etapa vesicular coloidal — a vesicula aparece mais espessa e com
liquido turvo ou fracamente gelatinoso, esbranquicado e a larva fragilizada. O escélex
apresenta sinais de degeneragdo hialina. No tegumento do parasito observam-se alteracdes,
tais como infiltrado inflamatério com linfécitos, neutréfilos, mondcitos e histicitos, além
de fibroblastos e fibras coldgenas. No tecido do hospedeiro, as arteriolas vizinhas ao
parasito apresentam arterite e necrose fibrindide na tinica média. Eventualmente, encontra-
se oclusdo completa da luz vascular por proliferacdo endoarterial ou por um trombo; c)

etapa granular-nodular — a vesicula tende a reduzir seu tamanho, seu conteido torna-se



semi-sdlido e o metacestédeo nao esta vidvel. O escdlex € transformado em um granulo
mineralizado. O infiltrado inflamatério € composto por células mononucleares e € possivel
visualizar os restos do parasito. d) etapa nodular calcificada — é a etapa final, apds a
morte do metacestddeo, que consiste em um nddulo sélido mineralizado, circundado
totalmente por tecido conjuntivo denso nao modelado. Os constituintes do parasito ndo sao
identificados (SOTELO, GUERRERO, RUBIO, 1985; ESCOBAR-IZQUIERDO, 1988;
LINO JUNIOR et al., 2002).

As formas clinicas sintomadticas prevalentes incluem a infec¢do do
SNC ou neurocisticercose (NC) e a cisticercose ocular. A NC humana apresenta periodo de
incubacdo de dois a cinco anos (GARCIA, DEL BRUTTO, 2005). As manifestagoes
clinicas da NC dependem do local anatomico onde se encontram os metacestédeos, das
caracteristicas das lesdes (nimero de metacestodeos presentes e a fase de desenvolvimento
dos mesmos) e da intensidade da resposta inflamatéria do hospedeiro (DEL BRUTTO,
SOTELO, 1988; DEL BRUTTO, 1999; PAL, CARPIO, SANDER, 2000).

A NC apresenta multiplicidade de sinais e sintomas cerebrais
decorrentes dos fendmenos mecanicos, obstrutivos e degenerativos, que ocorrem durante o
processo inflamatério cronico (DEL BRUTTO, 1999). As convulsdes predominam em 50 a
80% dos pacientes com NC parenquimatosa. O processo inflamatério local gera a
hipertensdo intracraniana cujos sintomas mais comuns incluem a cefaléia, nduseas e
vOomitos. Os pacientes podem apresentar também hidrocefalia, vasculite, parestesia,
meningite e alteragdes de comportamento, incluindo a confusdo e a deméncia
(AGAPEJEV, 1996; DORNY et al., 2003; HAWK et al., 2005). Na India e nos Estados
Unidos verifica-se que sdo mais freqiientes pacientes com uma Unica lesdo visualizada em

exames de neuro-imagens. Na América Latina a presenca de multiplas lesdes



parenquimatosas predomina em pacientes com NC (YANCEY, DIAZ-MARCHAN,
WHITE, 2005).

A NC foi classificada em ativa ou inflamatéria e inativa ou nao-
inflamatdria, de acordo com o estdgio de desenvolvimento dos metacestédeos visualizados
por testes de neuro-imagens associados a presenga ou auséncia de resposta imune do
hospedeiro (SOTELO, GUERRERO, RUBIO, 1985). Analisando a relagao entre a forma
ativa ou inativa da NC e o tipo de resposta imune presente, Bueno et al. (2004)
demonstraram que na forma inflamatdria ou ativa, o padrao de resposta imune presente é¢ T
“helper” (Th)l e na forma ndo-inflamatéria ou inativa é do tipo misto (Th1/Th2). Os
pacientes assintomdticos apresentam a resposta imune protetora do tipo Th2

(CHAVARRIA et al., 2005).

1.1. Epidemiologia da Cisticercose Humana

A cisticercose é uma zoonose re-emergente nos paises em
desenvolvimento e emergente nos paises desenvolvidos. A NC € a principal causa de
epilepsia na América Latina (WHITE JR., 2000; EDDI, NARI, AMANFU, 2003).

A prevaléncia mundial é de, aproximadamente, 50 milhdes de
individuos infectados por 7. solium e estima-se que ocorram cerca de 50 mil mortes anuais
devido a NC (EDDI et al., 2006).

Essa zoonose apresenta caracteristicas que permitem sua erradicacdo a
longo prazo, pois 0 homem € o unico hospedeiro definitivo descrito. Para se alcangar esse
objetivo, os fatores culturais, politicos e econdmicos envolvidos na manutencdo dessa
parasitose devem sofrer altera¢des visando a interrup¢do do ciclo biolégico de 7. solium

(GONZALEZ et al., 2003).



A Organizacdo Panamericana da Sadde e a Organizacao Mundial da
Saiude (OPAS/OMS, 1994) consideram os indices de 1% para teniase humana, 0,1% para
cisticercose humana e de 5% para cisticercose animal como endémicos. O Complexo
Teniase/Cisticercose € um problema de satide publica na América Latina. O processo de
globalizag¢do contribuiu para a rdpida dispersdao de doengas transmissiveis entre os paises
envolvidos. Diante desta situag¢do, o “Center for Disease Control and Prevention” (CDC),
orgdo de controle e prevencao de doencas dos Estados Unidos da América (EUA) criou um
programa de saide global que envolve o intercimbio de informagdes e de assisténcia em
doencas infecciosas, visando a preven¢do e/ou a limitacdo da transmissdo de doencas
importadas (SCHANTZ, TSANG, 2003).

A NC € endémica na América do Sul, México, América Central,
Papua Nova Guiné, Asia (China, India e Indonésia), Africa do Sul e na Europa Oriental
(Polonia e Roménia); porém, considerada rara na Europa (central e leste), Ilhas do Caribe
(exceto Haiti), cone sul da América do Sul e no Canada e EUA. A NC nio é comum na
Austrélia, Japao, Nova Zelandia e Ilhas do Pacifico. Essa neuroparasitose € ausente em
Israel e alguns paises do norte da Africa, no leste do Mediterrineo e na Asia central, locais
onde ndo se consome carne suina, por motivos religiosos (ITO, 1997; ANTONIUK, 1999;

ROMAN et al., 2000; EDDI et al., 2006).

1.2. Utilizacao da Biologia Molecular no Estudo de T. solium

Os avancos da tecnologia molecular t€m sido utilizados com o
objetivo de aumentar a especificidade dos ensaios aplicados ao diagndstico da cisticercose,
humana e suina, para a produgdo de vacinas eficazes na prevencdo dessas parasitoses e
para andlises filogenéticas (MCMANUS, 1990; PLANCARTE et al., 1999; GAUCI,

LIGHTOWLERS, 2001).



Dentre os marcadores de membrana salienta-se o glicolipideo GSL-I
(glycosphingolipid-I) que é uma [-galactopyranosyl-1-ceramide, uma molécula de
ceramida que se relaciona a imunomodulacdo. As diferentes composicdes lipidicas das
glicosilceramidas tém sido postuladas como reguladoras da transicdo morfoldgica, estagios
de desenvolvimento, diferenciacdo, oncogénese e estabilidade de membrana de tenideos
(WUHRER et al., 2000). A molécula de GSL-I, no entanto, ndo apresentou valor no
diagndstico imunolégico da NC, pelo teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) porque individuos sauddveis ou com outras alteracdes neuroldgicas apresentaram
anticorpos anti-GSL-I em amostras de soro (LOPEZ-MARIN et al., 2002). A clonagem da
proteina F18 de metacestédeos de 7. solium foi realizada e, por ELISA, essa proteina
apresentou sensibilidade de 86% e especificidade de 100% na deteccao de anticorpos IgG
em amostras de soro de individuos com NC crénica (MONTERO et al., 2003).

A tecnologia do Acido Desoxirribonucléico (DNA) recombinante
pode ser uma resposta para se obter antigenos especificos de 7. solium, detectaveis em
qualquer estagio de vida do parasito. A purificacdo desses antigenos, com alta capacidade
de discriminagdo soroldgica entre cisticercose, teniase e hidatidose representa a chave para
o diagndstico imunolégico dessas parasitoses (ITO et al., 2003). O desenvolvimento de
vacinas contra cisticercose, através de técnicas de DNA recombinante permite uma elevada
producdo de antigenos, como o TSOL 18 que estimulou resposta imune protetora contra o
desenvolvimento de metacestédeos em suinos vacinados (LIGHTOWLERS, 2003). A
glicoproteina de 50 kDa (GP50), presente em T. solium, foi caracterizada e clonada por
Hancock et al. (2004) que demonstraram 90% de sensibilidade da GP50 no
imunodiagnéstico da cisticercose humana em amostras de soros no teste ELISA.

No Brasil, Bueno et al. (2005) utilizando a GP50 recombinante, teste

ELISA e amostras pareadas de soro e LCR de 64 de pacientes com NC obtiveram
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sensibilidade de 94,7 e 100% e especificidade de 93,8 e 100% em soro e LCR,
respectivamente. Nesse mesmo estudo, utilizaram a proteina sintética de 8 kDa, que
apresentou sensibilidade e especificidade inferiores aos obtidos com a GP50 recombinante.
Através da anédlise de isoenzimas de isolados de 7. solium originarios do México e da
Colombia, Maravilla et al. (2003 a) demonstraram diferenca na migracdo de cinco
isoenzimas deste parasito, sugerindo diferencas regionais entre os isolados.

O diagnéstico diferencial entre as espécies de cestodas relacionadas a
tenfase humana € importante para a epidemiologia, o tratamento e o acompanhamento do
paciente. Vdrias metodologias tém sido propostas para esta finalidade, Yamasaki et al.
(2004) descreveram a aplicacdo do teste “PCR Multiplex”, em amostras de fezes de
pacientes com teniase, capaz de discriminar entre as espécies: T. solium, T. saginata e T.
asiatica. No Brasil, Jardim et al. (2006) desenvolveram os “primers” TBR (3,4, 5¢e 6) a
partir da seqiiéncia de nucleotideos do gene da subunidade maior do ribossomo (LSU
RNAr) de tenideos e demonstraram a eficiéncia desses “primers” na diferenciacdo entre
T. solium e T. saginata por “PCR Duplex” em amostras de fezes humanas.

A variabilidade genética de uma espécie se baseia na presenca de
polimorfismo no DNA associado a diferencas de infectividade e de patogenia, aspectos
responsaveis por variagdes na epidemiologia da doenca. O polimorfismo representa

~ 00

variacOes na seqiiéncia “padrao” dos genes, sem causar alteracdo funcional na proteina
codificada. Ha trés tipos de polimorfismo: sitio-especifico — as variagdes estdo presentes
em um gene especifico; mini-satélite — as variacGes estdo entre 28 e 32 pares de bases (pb)
que se repetem em um numero variado de vezes (5 a 200 vezes), geralmente na

extremidade 3’ do DNA; micro-satélite — quando ocorrem repeticdes de 1 a 5 pb, que

ocorrem em numero variado de vezes, também chamadas ‘“tandem repeats”. O
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polimorfismo sitio-especifico pode ser detectado pela presenca de sitios de enzimas de
restri¢ao pelo teste RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism™) (LEWIN, 2000).

O DNA mitocondrial (mt-DNA) constitui-se em excelente marcador
nuclear no estudo de polimorfismo, pois apresenta elevada variabilidade, pode ser
facilmente qualificado e ndo sofre pressdo seletiva proveniente dos hospedeiros. Os genes
para as proteinas citocromo c¢ (coxl) e oxidase 1 foram seqiienciados em isolados de
Taenia spp e demonstraram que 7. asiatica deve ser considerada como uma espécie
distinta. A andlise de polimorfismo no gene relacionado com a sintese da proteina
citocromo b (cob) do mt-DNA de tenideos permitiu a diferenciacido entre os genétipos de
T. solium, T. saginata e T. asiatica. A andlise molecular do mt-DNA permitiu a
classificacio de T. solium em dois genétipos, sendo um da Asia e outro da Africa e
América Latina (NAKAO et al., 2002).

A presenca de polimorfismo em isolados de 7. solium, provenientes
do México e isolados de T. saginata, da Espanha, México e Quénia foi analisada pela
técnica de RFLP e os resultados obtidos demonstraram polimorfismo apenas no isolado de
T. saginata do Quénia (GONZALEZ et al., 2002).

A aplicacdo da PCR propicia a detec¢do de pequenas quantidades de
DNA do parasito em isolados com o uso de oligonucleotideos iniciadores (“primers’)
espécie-especificos (BARKER, 1989; McMANUS, 1990). Para a andlise de organismos,
cujas seqiiencias de DNA sdo desconhecidas, a PCR especifica apresenta um fator
limitante: requer o conhecimento dos nucleotideos que compdem as duas extremidades da
seqiiencia de DNA que se deseja amplificar. No inicio da década de 90 foi descrita uma
variacdo da técnica de PCR que foi denominada de RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”). Essa técnica foi desenhada para contornar o problema do

conhecimento prévio da seqiiéncia de DNA que se deseja amplificar, cuja modificacao
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baseia-se na utilizacdo de apenas um “primer”’ (decamero) na reacdo, alterando-se as
condicdes especificas de amplificacdo da reacdo. A variagdo possibilita que ocorra
amplifica¢do ao acaso de segmentos de DNA, no genoma. Na RAPD ocorre o anelamento
do “primer” em pontos proximos do genoma, delimitando a regidao que serd amplificada
(WILLIAMS et al., 1990; WELSH, McCLELLAND, 1990).

A tecnologia da RAPD apresenta diversas aplicagdes: diferenciacio de
linhagens de uma espécie; estimativa de variabilidade em Bancos de Germoplasma; estudo
de estrutura genética de populacdes; estimativa de parametros genéticos e andlise de
paternidade (KAZAN, MANNERS, CAMERON, 1993).

As linhagens representam um passo evolutivo para o surgimento de
novas espécies de seres vivos. As diferentes linhagens descritas em tenideos,
Echinococcus granulosus e E. multilocularis apresentam distintos graus de infectividade
para animais e homem, com implica¢des na epidemiologia da hidatidose (THOMPSON,
1995).

As amostras de metacestédeos de T. solium de duas localidades do
México e de Madagascar (Africa) foram analisadas por RAPD e apresentaram diferencas
genéticas com 43,36% de polimorfismo e variabilidade genética no DNA do parasito entre
as duas localidades mexicanas e entre os paises amostrados (VEGA et al., 2003).

Pela utilizagdo da tecnologia da RAPD foi possivel identificacdo de
linhagens ou de marcadores espécie-especificos em protozodrios: Eimeria Spp
(PROCUNIER, FERNANDO, BARTA, 1993), Trypanosoma spp (WAITUMBI,
MURPHY, 1993), Trypanosoma rangeli (STEINDEL et al., 1994) e Leishmania spp
(NOYES, BELLI, MAINGON, 1996). Utilizando esse teste, varios autores demonstraram
a presen¢a de polimorfismo em helmintos: E. granulosus (SCOTT, McMANUS, 1994;

ROSENZVIT et al., 1999; MWAMBETE, PONCE-GORDO, CUESTA-BANDERA,
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2004), Schistosoma spp (BARRAL et al., 1993), Schistosoma haematobium (KAUKAS et
al., 1994), Trichinella spp (ZARLENGA, LA ROSA, 2000) e Fasciola hepatica

(RAMADAN, SABER, 2004).

1.3. Diagnéstico Imunolégico da Cisticercose Humana

O diagn6stico da NC humana € determinado apds a andlise de dados
clinicos, epidemioldgicos, de neuro-imagens e imunoldgicos. Os critérios (absolutos,
maiores, menores e epidemioldgicos) para a definicdo do diagndstico da cisticercose e da
NC foram estabelecidos por Del Brutto et al. (1996) e revisados por Del Brutto et al.
(2001). Esses critérios classificaram o diagndstico da NC em definitivo ou provavel, no
entanto, os mesmos nao foram vastamente avaliados em paises onde a NC é endémica. Por
exemplo, em paises indianos € necessdrio o diagnéstico diferencial com os tuberculomas,
uma vez que pacientes com tuberculose neural podem apresentar sintomas semelhantes aos
descritos para NC (YANCEY, DIAZ-MARCHAN, WHITE, 2005).

As amostras de saliva, sangue de puncdo digital, soro e de liquido
cefalorraquidiano (LCR) sdo os principais fluidos biolégicos utilizados para o diagndstico
da cisticercose (SCIUTTO et al., 2000; GARCIA et al., 2003).

Os estudos de neuro-imagens incluem a Tomografia Computadorizada
(TC) e a Ressonancia Magnética (RM) e sdo “gold standard” para o diagndstico de NC
somente quando o escolex do parasito € visualizado. A TC € utilizada no estudo de lesdes
parenquimatosas, na identificagdo das formas ativa e inativa da NC e permite a orientacdo
e localizacdo das lesdes no SNC. A RM propicia melhor visualizacdo de lesdes na base do
cérebro, nos ventriculos e na medula espinhal, permitindo uma avaliagc@o precisa da reacao
inflamatdria que circunda o parasito e a utilizagdo de contraste, aumenta a resolucio e a

capacidade de identificacdo de lesdes ndo visualizadas pela TC. A principal limitacdo da
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RM € a falha na detec¢dao de pequenos granulomas e de calcificagdes. O escolex do
parasito em etapa de degeneracdo, usualmente nao é visualizado por TC ou RM, criando
confus@do no diagnéstico diferencial com outras infeccdes ou neoplasias do SNC.
Recentemente, foi criada a RM por difusao pesada ou FLAIR (“Fluid-Attenuated Inversion
Recovery”) que permite a visualizacdo dessas lesdes, portanto, para um diagndstico mais
eficaz faz-se necessdrio utilizacdo dos dois procedimentos. Devido ao alto custo desses
exames, principalmente em paises em desenvolvimento, essas tecnologias ndo estdo
disponiveis para a maioria da populacao (SCIUTTO et al., 2000; GARCIA, DEL
BRUTTO, 2005)

No diagnéstico imunolégico da NC humana ja foram utilizadas varias
metodologias: a primeira foi a classica reacao de fixacao de complemento (WEINBERB,
1909), que até a década de 80 representou importante ferramenta no auxilio diagndstico
com a reatividade soroldgica incorporada a sindrome liquérica da NC. A reacdo de
hemaglutinacdo indireta nao constitui ferramenta eficiente no diagnéstico da NC devido a
grande freqiiéncia de resultados falso-positivos que apresenta e a dificuldade na
padronizacdo dos regentes (SCIUTTO et al., 2000). A reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) constitui uma alternativa que apresenta estabilidade dos seus reagentes e
detecta anticorpos contra antigenos de superficie de metacestédeos de 7. solium,
empregando tanto cortes do parasito, quanto antigenos particulados (MACHADO,
CAMARGO, HOSHINO, 1973).

A introducdo do método ELISA representou um grande avango no
diagndstico da cisticercose humana (COSTA et al., 1982) e suina (BIONDI et al., 1996;
SCIUTTO et al., 2000). Esse teste apresenta elevados indices de sensibilidade, permite a
andlise de grande numero de amostras simultaneamente, 0s reagentes sdo estdveis, a

especificidade € alta e a leitura dos resultados é automatizada. A utilizacdo de diferentes
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fracdes antigénicas de metacestodeos de T. solium tais como o extrato salino total, liquido
de vesicula, extrato alcalino total, extrato de escoleces ou de membrana do parasito, resulta
em diferencas de sensibilidade e especificidade do teste (COSTA, 1986).

Os anticorpos demonstrados em amostras bioldgicas de pacientes com
NC pertencem as classes IgG, IgM, IgA e IgE; sendo que os anticorpos da classe IgG
apresentam maior prevaléncia durante a fase cronica da infec¢do (ESPINOZA et al., 1986;
SHORT et al., 1990; SCIUTTO et al., 2000).

O teste “Western Blotting” (WB) envolve a separacdo de antigenos
por eletroforese “Sodium Dodecyl Sulfate — Polyacrilamide Gel Eletrophoresis” (SDS-
PAGE) que, posteriormente, sdo transferidos para membrana de nitrocelulose, permitindo
o reconhecimento de anticorpos contra os antigenos fixados na nitrocelulose (BRAND,
TSANG, 1989). A purificagdo de antigenos glicoprotéicos de metacestdédeos de 7. solium e
a utilizacdo desses no teste "Enzyme Linked Immunoelectrotransfer Blot” (EITB) foram
padronizados por Tsang, Brand, Boyer (1989) apresentando sensibilidade e especificidade
elevadas no diagnéstico de NC, tanto em amostras de soro quanto em LCR. No entanto,
quando o paciente apresenta somente lesdes calcificadas ou uma tnica lesdo vidvel no
SNC, a sensibilidade do EITB € baixa. A maior parte dos estudos epidemioldgicos que
utilizaram o EITB na detecc@o de anticorpos contra 7. solium foram realizados em paises
da América Central e Sul, porém, a aplicacdo desse teste € limitada em alguns paises
porque apresenta complexidade no método de purificacdo das glicoproteinas e esses
antigenos nao podem ser utilizadas no ELISA, que constitui tecnologia de mais facil acesso
nos paises em desenvolvimento. A combinacdo do ELISA e o WB na deteccdo de
anticorpos especificos em amostras de soro e de LCR de pacientes com NC, frente aos
extratos totais de metacestodeos de T. solium, representam uma alternativa mais vidvel nos

paises em desenvolvimento (PAWLOWSKI, ALLAN, SARTI, 2005).
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No Brasil, através de um estudo soroepidemioldgico realizado no
Distrito Federal, a soroprevaléncia da cisticercose foi estimada nas diversas regides
geograficas e os resultados obtidos demonstraram 8,1% de sorologia positiva em amostras
provenientes de individuos da regido Sudeste, 5,8% do Nordeste, 5,3% do Centro-Oeste e
3,5% do Sul do pais; ndo havendo amostras de individuos da regido Norte (VIANNA et al.,
1986).

O estudo da freqiiéncia de anticorpos IgG anti-metacestodeos de T.
solium foi realizado em amostras de soro de individuos da populacdo rural do municipio de
Cassia dos Coqueiros, estado de Sao Paulo; o teste ELISA foi utilizado na deteccao dos
anticorpos, os resultados inconclusivos foram confirmados através do WB e os autores
demonstraram a prevaléncia soroldgica de 2,1% na populagdo analisada (BRAGAZZA et
al., 2002).

A soroprevaléncia de cisticercose humana na regido do Triangulo
Mineiro foi demonstrada, utilizando-se os testes RIFI e ELISA, em amostras de soros de
1133 doadores de sangue e apresentou 5,5% de freqii€éncia de positividade nos testes,
sendo 4,7% em amostras de individuos provenientes de Uberlandia, Minas Gerais
(SILVEIRA-LACERDA et al., 2002).

A andlise da reatividade de anticorpos IgG presentes em amostras
pareadas de LCR e soro de pacientes com as formas ativa e inativa de NC foi realizada por
ELISA cujos resultados demonstraram que a detec¢io de anticorpos especificos em ambas
amostras foram equivalentes sugerindo-se que as amostras de soro podem ser utilizadas em
casos de contra-indica¢do da puncdo lombar em pacientes com NC ativa (BARCELOS et
al., 2005).

Os testes ELISA e WB foram utilizados na detec¢do de anticorpos IgG

em amostras de soro de individuos com NC, de pacientes com outras parasitoses e de
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individuos sauddveis provenientes do Tridngulo Mineiro, Minas Gerais demonstrando os
peptideos que foram reconhecidos nos extratos salino total e liquido de vesicula de
metacestddeos de 7. solium. Os autores estabeleceram o critério diagndstico de NC em
amostras de soro a partir do reconhecimento de duas ou mais das proteinas
imunodominantes com pesos moleculares de 24, 39-42, 47-52, 56, 64-68 ¢ 126-155 kDa
(SHIGUEKAWA et al., 2000).

O perfil de peptideos antigénicos reconhecidos pelos anticorpos IgG
presentes em amostras de LCR de pacientes com NC, frente aos extratos salino total e
dodecil sulfato de sdédio, tanto de metacestédeos de 7. solium e contra antigenos
heter6logos obtidos de Taenia crassiceps, foram demonstrados por Barcelos et al. (2001).
Nesse estudo, freqiiéncias de reatividade de anticorpos IgG especificos foram elevadas
frente aos quatro extratos antigénicos analisados por ELISA.

Os testes RIFI e ELISA foram utilizados na detec¢do de anticorpos
IgG especificos contra o parasito 7. solium em amostras de soros de individuos
provenientes da populacdo do municipio de Cataldo, estado de Goids. Nessa pesquisa, 0
teste WB foi utilizado como método confirmatério para cisticercose através do
reconhecimento de peptideos imunodominantes do extrato salino, descritos por
Shiguekawa et al. (2000); a soroprevaléncia confirmada foi de 11,3% na populagao
analisada (OLIVEIRA et al., 2006).

A divergéncia genética intra-especifica em 7. solium correlaciona-se,
provavelmente, com a variacdo clinica apresentada por pacientes com cisticercose. Na
América Latina os pacientes apresentam, predominantemente, a NC. Na Asia, a forma
mais comum de cisticercose se constitui na de localiza¢do subcutanea e, na Africa, é mais

complexa a apresentacdo da doenca pois hd dreas onde predomina NC e a subcutinea é
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rara e outras localidades onde ambas as formas clinicas ocorrem igualmente (CAMPBELL
et al., 2000).

Estudos sobre a biologia e a genética de 7. solium auxiliardo no
entendimento da heterogeneidade clinica e imunoldgica apresentada pelos pacientes com
NC. No México, recentemente, alguns laboratérios da Universidade Nacional Autdbnoma se
uniram e implantaram o Projeto Genoma de 7. solium, com o objetivo de determinar
parametros bésicos do genoma desse helminto, tais como o tamanho do genoma, o
caridtipo, a densidade de genes e a diversidade de seqiiéncias repetidas no DNA; na
segunda fase do projeto estd prevista a avaliacdo dos resultados para a elaboracdo de
estratégias de controle e prevencdo da infeccdo de humanos e suinos, por esse parasito
(AGUILAR-DIAZ et al., 2006).

O Brasil possui uma érea territorial de 8.547.403,5 kmz, com grande
diversidade geografica e climdtica, que aliadas aos fatores inerentes aos hospedeiros
(culturais, genéticos e sdécio-econdmicos) podem influenciar no aparecimento de
polimorfismo no DNA de parasitos. A andlise de polimorfismo em amostras de
metacestddeos de T. solium, provenientes de diferentes areas geogréficas do Brasil, e a
distingdo no padrao de resposta imunoldgica dos hospedeiros frente aos extratos
antigénicos obtidos dessas populagdes do parasito, contribuirdo para a compreensao da
associacdo entre parasito-hospedeiro e da heterogeneidade clinica apresentada pelos
pacientes com NC. Pesquisas sobre a genética do parasito auxiliardo no diagndstico

sorolégico da NC humana.
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2. OBJETIVOS

Os metacestédeos de 7. solium provenientes de diferentes areas

geograficas brasileiras foram investigados nesse estudo para:

- Verificar o polimorfismo no DNA desses metacestdédeos por meio de

marcadores RAPD;

- Comparar a freqiiéncia de reatividade de anticorpos IgG especificos detectados
em amostras de soro de pacientes com neurocisticercose e controle, frente aos

extratos salinos totais;

- Comparar os marcadores antigénicos reconhecidos pelos anticorpos IgG
especificos em amostras de soro de pacientes com neurocisticercose e controle,

frente aos extratos salinos totais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFU,

processo numero 113/2002.

3.2. Obtencao dos metacestodeos de 7. solium

Os metacestodeos de 7. solium provenientes de cada drea geografica
foram dissecados de musculos esqueléticos de suinos, naturalmente infectados, conforme
Costa et al. (1982). Foram lavados em solu¢do salina (NaCl 0,15M) por quatro vezes,
identificados e armazenados -20°C, exceto os metacestodeos de Uberaba-MG, que foram
dissecados de cérebro humano, durante autdpsia, e armazenados em formol a 40%. Cinco
amostras de metacestédeos foram obtidas de dreas geograficas distintas do Brasil, sendo 1)
Distrito Federal (DF), regido Centro-Oeste; 2) Barreiras (Bahia), regido nordeste e as
amostras provenientes da regido Sudeste: 3) Bacia Hidrografica do Rio Mosquito que
abrange quatro municipios mineiros: Aguas Vermelhas, Curral de Dentro, Divisa Alegre e
Santa Cruz de Salinas, (norte de Minas Gerais); 4) Sao Paulo (SP), e 5) Uberaba, Triangulo

Mineiro, Minas Gerais.

3.3. Biologia Molecular

3.3.1. Extracao de DNA Genomico
A extragdo de DNA foi realizada segundo Casas et al. (1995),
modificado por Gonzalez et al. (2002), utilizando um unico metacestédeo (10 mg)

removido de suino sacrificado ou 10 mg de musculo de suino nao infectado por 7. solium
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(Controle). A amostra foi colocada em um tubo de microcentrifuga esterilizado, macerada
na presenga de nitrogénio liquido, com auxilio de uma haste de PVC esterilizada. A seguir
as amostras foram lisadas com 50 pL do tampao contendo 4M de tiocianato de guanidina
(Sigma, USA), 25 mM de citrato de sodio (p H7,0) (Sigma), ImM de DTT (Dithiothreitol
— Sigma) e 0,5% de sarcosil (Sigma) durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
mistura foi centrifugada a 4000 x g (Brinkmann, USA) durante cinco minutos, procedeu-se
a colheita do sobrenadante e desprezou-se o sedimento. A seguir, 0 DNA foi precipitado
com 50 uL de isopropanol (Dinamica, Brasil) durante duas horas a -20°C. Submeteu-se o
material obtido a 11750 x g durante 10 minutos, desprezou-se o sobrenadante e adicionou-
se 500 uL de etanol a 70% (Dinamica) ao sedimento. Novamente a mistura foi submetida a
11750 x g durante 10 minutos, desprezou-se o sobrenadante e o sedimento foi desidratado
a temperatura ambiente e posteriormente, dissolvido em 30 uL. de dgua bi-destilada estéril.
As amostras de DNA foram diluidas 1:100 em 4gua bi-destilada esterilizada, sendo

posteriormente, identificadas e armazenadas a —20°C.

3.3.2. Quantificacdo do DNA
O DNA extraido foi quantificado em espectrofotdmetro (GBC-
UV/VIS911A, USA), a 260 nandmetros. O cédlculo da concentragdo de DNA foi obtido a

partir da seguinte formula:

IDNAI = ABS (260nm)x fc x fd

Onde:
IDNALI : concentracdo de DNA em nanogramas/microlitros
ABS (260 nm): leitura da absorbancia do DNA a 260 nandmetros

fc: fator de conversao da cubeta = 50 (cubeta de quartzo)
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fd: fator de dilui¢do da amostra = 100 (10 microlitros de amostra em 990 microlitros de

agua bi-destilada).

3.3.3. Amplificacdo do DNA de metacestédeos de 7. solium utilizando a “Random
Amplified Polymorphic DNA”

A RAPD foi otimizada obedecendo as seguintes concentracdes dos
reagentes: 400 UM de dNTPs (Amersham Biosciences, USA), 3 mM de MgCl, (Lab Trade,
Brasil), 1,5 U de Taq DNA polimerase (Lab Trade), tampao da Taq DNA polimerase 1X
(Lab Trade), 1 nmol de “primer”, 30 nanogramas de DNA da amostra do parasito e dgua
bi-destilada estéril para um volume final de 25 pL.

A reagdo de RAPD foi caracterizada por uma desnaturagdo inicial a
94°C/5min seguida de trés etapas de 35 ciclos: desnaturagdo a 94°C/30 seg., anelamento a
36°C/Imin e extensdo a 72°C/2min e extensdo final a 72°C por dez minutos em
termociclador Gene Amp® (Perkin Elmer, New Jersey, USA). A temperatura foi reduzida
a 4°C, a reacdo foi retirada do termociclador e aplicada em gel de agarose 2% (Acros
Organics, Bélgica) para a observacao dos produtos amplificados.

Foram testados 35 “primers” decameros (Gene Link, USA) para cada
amostra de DNA do parasito, provenientes das cinco dreas geograficas brasileiras

amostradas.

3.3.4. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos das amplificagdes foram separados em gel de agarose
(Acros Organics) a 2%, submetido a corrida eletroforética a 125 V em tampao TBE 1X
(0,23 M Tris-HCI, 0,5 M EDTA pH 8,0 e 0,23 M é&cido bérico) (Pharmacia, Suécia), a

separacdo foi acompanhada por marcador de DNA de 100 pares de bases (pb) (Promega,
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USA). O tempo de corrida foi de 90 minutos. Apds este tempo, o gel foi corado em solugao
de brometo de etidio (Sigma) (5 pg/ml), visualizado em transluminador de luz ultravioleta

(Pharmacia) e fotografado em filme Polaroid 667, preto e branco (Sigma).

3.4. Amostras de soro, preparaciao do extrato salino e ensaios Imunologicos

3.4.1. As Amostras de Soro

Foram colhidas amostras de sangue de 157 individuos, cujos soros
foram obtidos apds centrifugacio a 350 x g (Fanem, Brasil), durante 5 minutos e
temperatura ambiente. Os individuos foram agrupados em:

Grupo 1 - 49 pacientes com diagnéstico comprovado de NC através de
sindrome clinica (cefaléia, meningite, epilepsia, mielopatias, hemiparesias, distirbios de
comportamento ou vertigem), dados epidemioldgicos, tomografia computadorizada (TC)
e/ou ressonancia magnética (RM). Sendo que dezenove pacientes apresentaram a forma
ativa da NC e trinta a forma inativa.

Grupo 2 — 68 individuos com outras parasitoses, sendo: 10 infectados
com hidatidose (Echinoccocus granulosus), 20 com estrongiloidiase (Strongyloides
stercoralis), 20 com teniase (Taenia sp), 10 com esquistossomose (Schistosoma mansoni) €
oito com Hymenolepis nana. As amostras séricas dos individuos com hidatidose foram
colhidas apds a confirmacdo do diagndstico por ultrassonografia e/ou cirdrgia que
evidenciaram a presenca de hidatidose cistica. As demais amostras foram colhidas de
individuos com exames de fezes positivo apds a andlise de trés amostras pelos métodos de
Hoffmann, Pons e Janer (HOFFMANN, PONS E JANER, 1934) e/ou Baermann-Moraes

(BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) para as parasitoses citadas. As andlises foram
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executadas por técnicos do Laboratério de Parasitologia da UFU ou do Hospital de
Clinicas da UFU (HC-UFU).

As amostras de soro, do Grupo 1 foram obtidas de pacientes atendidos
no HC-UFU nas unidades ambulatoriais, enfermarias ou no servigo de pronto socorro. E as
do grupo 2 foram obtidas de pacientes do HC-UFU ou por doagdo de outras Institui¢cdes de
Ensino Superior e da equipe de trabalho do Laboratério de Parasitologia da UFU. As
amostras de individuos com hidatidose foram doadas pela Dra Fatima Maria Tiecher da
Secdo de Parasitologia do Laboratério Central do Rio Grande do Sul - RS.

Grupo 3 (Controle) — constituido de 40 individuos saudaveis, com
exames de fezes (tr€s amostras) negativos para parasitos intestinais e sem histéria de
tenfase. Esses individuos doaram amostras de sangue ao Laboratério de Parasitologia da

UFU.

Todas as amostras foram estocadas a - 20°C.

3.4.2. Preparo do Extrato Salino Total de metacestédeos de 7. solium

Foram utilizados 50 metacestodeos de 7. solium, procedentes do DF,
BA, RM-MG e SP para o preparo de extrato salino total da drea. Na amostra de UB-MG, o
procedimento nao foi realizado porque os metacestodeos dessa drea estavam conservados
em formol a 40%. O processo, segundo Costa et al. (1982), foi realizado lavando-se os
cisticercos obtidos apds o rompimento deles em 5 mL de dgua destilada. A seguir esta
preparacao foi submetida a homogeneizador de tecidos (Glas-Col) a 4°C (banho de gelo)
por 5 minutos e posterior tratamento de ultra-som (Thornton, Inpec Eletronica, Brasil) a 40
khz por quatro periodos de 30 segundos em banho de gelo. Apds isotonizacdo com 5 mL
de solucao de NaCl 0,3 M, empregou-se mais trés periodos de ultra-som. A mistura foi

submetida a 4°C por duas horas sob agitacdo lenta. Apds centrifugacdo a 12.400 x g (Du
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Pont SORVALL Products Newtown, Connecticut, USA) por 30 minutos a 4°C, o
sobrenadante constituiu o extrato salino total.
Os extratos salinos obtidos foram divididos em volumes de 200 pL,

identificados e conservados a —20°C até o momento do uso.

3.4.3. Dosagem de Proteinas
As dosagens protéicas dos extratos salinos obtidos foram realizadas
pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando-se como padrio de referéncia a

soroalbumina bovina (Sigma).

3.4.4. Teste Imunoenzimatico ELISA para Deteccao de Anticorpos IgG anti-
metacestodeos de T. solium em Amostras de Soro

Os testes ELISA para deteccao de anticorpos IgG anti-metacestédeos
de T. solium em todas as 157 amostras de soro, foram realizados conforme Costa (1986)
com modificagdes. Placas de poliestireno (Corning, USA) foram utilizadas como suporte
para a adsorcdo dos extratos salinos totais. Inicialmente, foram realizados pré-testes de
otimizacdo da reagdo, em que a concentracdo dos extratos antigénicos foi ensaiada em 10 e
5 nug/mL e o conjugado IgG marcado com peroxidase foi testado em diferentes titulos:
1000, 2000 e 4000 e posteriormente confirmado no titulo 3000. As placas foram
sensibilizadas a 4°C durante 18 horas, em camara imida, com 50 uL de solucdo dos
diferentes antigenos, na concentracdo ideal de 5 pg/mL, em tampao carbonato-bicarbonato
(Cinética Quimica, Brasil) (0,06 M, pH 9,6). Apds este periodo e trés lavagens de 5
minutos em PBS adicionado de Tween 20 a 0,05% (Biotec, Brasil) (PBS-T), foram
colocados 50uL de amostras de soro diluidos em PBS-T a 1:200 e incubados por 45

minutos a 37°C, em camara umida. Em todas as placas foram incluidos controles da reagcdo
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que consistiram de uma amostra de soro padrao positivo e trés amostras padrao negativos.
Apo6s trés lavagens das placas em PBS-T colocou-se 50 uL. do conjugado IgG (Sigma,
cadeia 7y especifica) de cabra anti-IgG humana-peroxidase, no titulo ideal de 3000 em PBS-
T. As placas foram incubadas por 45 minutos a 37°C, em camara umida.

Ap6s trés lavagens a reagdo foi revelada utilizando como substrato
50uL da solu¢@o de 5 mg de orto-fenilenodiamina (OPD) (Sigma) + 12,5 mL de tampao
citrato fosfato (Merck, Germany) (pH 5,0) + SuL. de H,O, 30% (Merck). Ap6s 15 minutos,
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida pela adi¢dao de 25uL
de solucao 2N de H,SO4 (Vetec, Brasil) e os valores de absorbancia foram determinados a
492 nm em leitor de microplacas de ELISA (Titertek Multiskan, Flow Laboratories, USA).
O limiar de reatividade “cut off” foi calculado pela média aritmética da densidade Sptica
(DO) das trés amostras de soro padrao negativos, acrescidas de 2 desvios padrao (BASSI et
al., 1991) e o indice de reatividade (IR) foi calculado dividindo-se a DO de cada amostra

pelo “cut off” da reagcdo. Considerou-se positiva a amostra com IR>1 (PARDINI et al.,

2002).

3.4.5. Eletroforese em gel de Poliacrilamida e Teste ‘“Western Blotting” para Deteccao
de Anticorpos IgG anti-metacestédeos de T. solium em Amostras de Soro

Os extratos salinos totais (200 pug/gel) foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% segundo Laemmli (1970). O gel foi
preparado entre placas de vidro medindo 10 x 8 cm que foram montadas empregando-se
espacadores de teflon de 1mm de espessura e suporte apropriado para vedacdo (Bio-Rad,
USA).

Para a preparagao do gel de separacdo, utilizou-se: Tris-HCI 0,375 M

pH 8,8 (Sardi, Brasil); SDS 0,1 % (Pharmacia); dcido etileno-diamino-tetra-acetico 2 mM
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(EDTA) (Gibco-Brl, USA); acrilamida a 29% (Pharmacia); bis-acrilamida (N,N’-Metileno-
bis-acrilamida) a 1% (Sigma); dgua bidestilada; N,N,N,N-tetrametil-aminometano a 0,125
% (TEMED) (Sigma) e persulfato de amonio a 0,125 % (APS) (Vetec, Brasil). A mistura
foi colocada lentamente nas placas montadas, tomando-se cuidado para evitar a formagao
de bolhas no interior do gel. Para evitar a polimerizacao do gel em presenca de oxigénio,
foi colocada uma camada de 50ul. de butanol (C4H;00) (Vetec), descartada
posteriormente, apds a polimerizacao do gel de separagdo.

Em seguida, foi realizada a preparacdo do gel de empilhamento com
Tris-HC1 0,125 M pH 6,8; SDS 0,1% ; EDTA 2 mM; acrilamida-bis-acrilamida 5%; dgua
bidestilada; TEMED 0,125% e APS a 0,125%. O gel de empilhamento foi depositado na
placa sobre o gel de separacdo e colocou-se o pente (molde de teflon) para a formacgdo dos
pocos de aplicacdo, aguardando-se 10 minutos para a polimerizagao.

Nas placas contendo o gel a 12% foram aplicados, apds fervura em
banho-maria a 100°C durante trés minutos, 20 uL de cada extrato antigénico obtido,
diluido v/v em tampao de amostra, na concentracdo de 10 pg de proteinas para o
procedimento de coloragdo do gel por nitrato de prata (Merck) e por “Coomassie Brilliant
Blue” (Bio-Rad) ou na concentragdo de 200 pg de proteinas para a posterior transferéncia
dos peptideos para membrana de nitrocelulose (Osmonics, EUA), poros de 0,45 micron de
diametro. No mesmo gel foram aplicados os padrdes de peso molecular, no volume de 5
UL, fervidos previamente. Foram utilizados os padrdes de pesos moleculares contendo as
proteinas: Miosina (205 kDa); B-Galactosidase (116 kDa); Fosforilase b (97 kDa); Frutose-
6-fosfato quinase (84 kDa); Soroalbumina bovina (66 kDa); Desidrogenase glutamica (55
kDa); Ovoalbumina (45 kDa); Gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (36 kDa); Anidrase

carbonica (29 kDa); Tripsinogénio (24 kDa); Inibidor de tripsina (20 kDa); o-
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Lactalbumina (14 kDa); Aprotinina (6 kDa) (Sigma). A corrida eletroforética foi
processada em corrente constante de 25 mA, por 90 minutos.

A transferéncia das proteinas dos géis para membranas de
nitrocelulose foi realizada de acordo Towbin, Stachelin e Gordon (1979) com
modificagdes. Foi preparado um “sandwich” utilizando-se 6 folhas de papel de filtro, uma
membrana de nitrocelulose, o gel de poliacrilamida contendo as fragdes antigénicas e 6
folhas de papel de filtro por cima. A transferéncia foi efetuada em sistema semi-umido,
utilizando-se o Multiphor II Electrophoresis Unit (Pharmacia). As folhas de papel de filtro,
a membrana de nitrocelulose e o gel foram umedecidos em tampao de transferéncia. A
corrente elétrica aplicada foi de 0,8 mA por cm? constante durante duas horas. Apés a
transferéncia, a nitrocelulose foi corada com solucdo de Ponceau S (Merck) a 0,5 % em
acido acético a 1 % para a confirmacao da efici€ncia da transferéncia.

As membranas de nitrocelulose, contendo as fracdes protéicas, foram
cortadas em tiras de, aproximadamente, trés milimetros de largura.

O perfil de peptideos dos metacestodeos reconhecidos pelos
anticorpos presentes nas amostras de soro de 98 do total de 157 pacientes amostrados foi
analisado pela técnica de WB. Dentre as amostras analisadas foram incluidas as amostras
de soro dos quarenta e nove pacientes com NC do Grupo 1, 39 amostras do Grupo 2, sendo
dez pacientes com hidatidose, sete com teniase, dez com estrongiloidiase, oito com
esquistossomose mansonica e quatro com himenolepiase e do Grupo 3 foram analisadas 10
amostras.

A reacdo de WB foi iniciada apds a identificacdo das tiras e a lavagem
das mesmas com 4gua destilada para eliminar a solucao de Ponceau S (Sigma). A primeira
etapa da reacdo consistiu em bloquear os sitios ativos com 1000 pL da solu¢dao de PBS-T

adicionada de 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé, Brasil) durante duas horas, a
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temperatura ambiente e sob agitacdo lenta. Apds este periodo, desprezou-se a solugao de
bloqueio e adicionou-se 500 UL das amostras de soro, diluidas 1:50 em PBS-T com 1% de
leite desnatado (PBS-T-M 1%) na tira correspondente e as amostras padrdo, positiva e
negativa de soro e controle (s6 diluente) também foram adicionadas e as tiras foram
incubadas por 18 horas a 4°C, sob agitacdo lenta e continua em camara umida.
Posteriormente, realizou-se seis ciclos de lavagens durante cinco minutos cada, com PBS-
T-M 1%. Ap6s as lavagens, foram adicionados 500 pL do conjugado IgG de coelho anti-
imunoglobulina G humana marcado com peroxidase (molécula total, Sigma), diluido a
1:200 em PBS-T-M 1%. A reacdo foi incubada por duas horas a temperatura ambiente sob
agitacdo lenta e continua. As tiras foram submetidas a seis lavagens de cinco minutos cada
em PBS (pH 7,2) e a reacdo foi revelada com 500 uL da solugdo contendo 10 mg de 3,3-
diaminobenzidina (DAB) - (Sigma) diluidos em 10 mL de PBS e 1000 uL de solucdo a
30% de H,0O, (Merck).

Ap6s o aparecimento de bandas de coloracdo marrom, ocorrida em
cerca de cinco minutos, a reacdo foi interrompida pela adicdo de dgua destilada nas
canaletas contendo as tiras de nitrocelulose e lavadas por mais duas vezes seguidas. As
tiras foram envolvidas por folhas de papel e colocadas sobre a bancada para secagem a
temperatura ambiente.

Posteriormente, foram realizados os célculos do peso molecular
aparente de cada fragcdo antigénica reconhecida pelos anticorpos presentes nas amostras de
soro testadas. O critério de positividade no WB descrito por Shiguekawa et al. (2000) em
que o reconhecimento de duas das seguintes bandas: 24, 39-42, 47-52, 56, 64-68 e 126-155

kDa, confirma o diagndstico sorolégico da cisticercose.
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3.5. Normas de Biosseguranca
Todo o procedimento de colheita, manuseio do material biolégico e
dos reagentes, bem como a utilizagao dos equipamentos foi realizada de acordo com as

normas de biosseguranca segundo Chaves-Borges, Mineo (1997).

3.6. Analise Estatistica

Para andlise dos fragmentos de DNA das amostras de metacestédeos
de T. solium obtidos através do teste RAPD foi utilizado o programa STAT 4.5 e o
polimorfismo entre os parasitos pela andlise UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
using Arithimetic Average — Método de Pareamento de Grupos usando Média Aritmética
Naio Ponderada).

O peso molecular dos peptideos foi estimado a partir da curva de
regressao linear construida pelos valores dos pesos moleculares dos marcadores em relacao
ao Rf (motilidade relativa), utilizando o “Software Graph Pad Prism versao 3.0” (Graph

Pad Software, Inc.). O Rf de cada peso molecular foi calculados a partir da férmula:

Rf = Distancia da origem a migrac¢do (em centimetros)

Distancia da origem até o ponto de referéncia (em centimetros)

As andlises estatisticas dos resultados do testes ELISA e WB foram
realizadas utilizando-se o programa de computacdo “Software Graph Pad Prism versao
3.0” (Graph Pad Software, Inc.) para confec¢do de gréficos e o “Software BioEstat versao
2.0” (AYRES et al., 2000) para comparacdo entre as freqiiéncias de reconhecimento de
anticorpos por meio do teste da diferenca entre duas propor¢des com erro maximo de 5%

(p < 0,05). A hipétese nula foi aceita para p=0,05 (5%).
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4. Resultados

4.1. Amostras do parasito
A Figura 2 apresenta a distribuicio geogréfica das cinco (DF,
BA, RM-MG, SP e UB-MG) amostras de metacestédeos de T. solium analisadas nesse

estudo.

I
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Figura 2 — Localizacdo geografica brasileira das populagdes de

metacestddeos de T. solium amostradas (+).



4.2. Extracio do DNA Genémico

32

A extracdo de DNA gendmico de metacestodeos de 7. solium foi

realizada e quantificada utilizando amostras de diferentes dreas geograficas do Brasil,

conforme demonstrado na Tabela 1. A dosagem média de DNA gendmico a partir de um

unico metacestédeo foi de 241 ng/uL. O menor valor obtido foi na extracdo de DNA do

metacestodeo de UB-MG.

Tabela 1 — Quantificagdo do DNA gendmico de metacestddeos de 7. solium provenientes

de diferentes areas geograficas do Brasil, densidade dptica a 260nm.

Area Geogrifica do Brasil Armazenamento Hospedeiro DNA
(ng/uL)*
Brasilia (DF) Liofilizada, -20°C Suino 287
Barreiras (BA) Salina, -20°C Suino 225
Bacia Hidrografica do Rio Mosquito (RM-MG) Salina, -20°C Suino 270
Sao Paulo (SP) Liofilizada, -20°C Suino 375
Uberaba (UB-MQG) Formol 40%, TA Humano 50

*(ng/uL): nanogramas/ microlitros; TA: Temperatura Ambiente.
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4.3. Fragmentos de DNA de metacestodeos de 7. solium amplificados pela RAPD

Foram analisados 35 “primers”, decameros diferentes na amplificacao
do DNA gendmico de 7. solium. As seqii€éncias de bases nitrogenadas dos “primers” e as
amostras que geraram amplificacdo de fragmentos de DNA em 17 dos 35 “primers”
analisados nesse estudo estdo relacionadas na Tabela 2. Os fragmentos amplificados na
RAPD estao demonstrados na Figura 3.

Foram considerados fragmentos polimérficos aqueles de tamanho em
pares de bases (pb) diferentes gerados em pelo menos um par de populagdes dos
metacestddeos analisados. Os fragmentos polimérficos obtidos com seis “primers” (3, 17,
26, 29, 33 e 35) apresentaram tamanhos entre 103 a 1434 pb nas cinco amostras de
metacestédeos de 7. solium (Figura 3). Em média cada “primer” gerou 2,7 bandas
provenientes de um udnico parasito. O “primer” 3 gerou os fragmentos de 800 e 434 pb na
amostra do DF e na amostra BA de 103, 244 e 326 pb. O “primer” 17 gerou fragmentos
polimérficos de 1000 e de 244 pb na amostra do DF e de 200 e 137 pb na BA. O “primer”
26 gerou os fragmentos de 1000, 500 e 326 pb na amostra de UB-MG e os fragmentos de
600 e 244 pb na amostra de RM-MG. O “primer” 29 gerou fragmentos polimérficos em
quatro das amostras analisadas, sendo que na amostra de SP os fragmentos apresentados
tiveram tamanho de 500, 800 e 1191 pb, na amostra de UB-MG foram de 300 e 1377 pb,
na amostra do DF o fragmento polimérfico de 1000 pb e na amostra da BA gerou-se os
fragmentos de 244 e 434 pb. O “primer” 33 gerou os fragmentos de 800, 600, 400 e 326 pb
no DNA de metacestodeo proveniente do DF e na BA foram amplificados somente os
fragmentos de 400 e de 326 pb (Tabela 3). O “primer” 35 gerou um unico fragmento na
amostra do DF de 1434 pb e o fragmento de 800 pb na amostra da BA.

O controle da reacdo, DNA de suino, sofreu amplificagdo pelos

“primers” 3 e 29, no primeiro apresentou fragmentos de 800, 500, 400, 326, 300, 244 e 100
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Tabela 2 — “Primers” utilizados no teste RAPD para a amplificacio do DNA de

metacestddeos de Taenia solium e a eficiéncia na amplificacdo.

Cédigo™ Seqiiéncia de Amplificagdo Origem geografica da
nucleotideos amostra amplificada**
01 CAGGCCCTTC - -
02 TGCCGAGCTG + BA
03 AGTCAGCCAC ++ DF/BA
04 AATCGGGCTG - -
05 AGGGGTCTTG - -
06 GGTCCCTGAC - -
07 GAAACGGGTG - -
08 GTGACGTAGG - -
09 ACGGATCCTG - -
10 GAGGATCCCT - -
11 CCTGATCACC ++ BA
12 GGTGATCAGG - -
13 CCGAATTCCC ++ RM-MG
14 GGGAATTCGG - -
15 CCGATATCCC + BA
16 GGGATATCGG - -
17 GGATGAGACC ++ DF/BA
18 ACTGGGACTC - -
19 AGCGTCCTCC - -
20 ACGACCGACA + DF
21 GGCTCATGTG ++ RM-MG
22 GGGCCACTCA - -
23 GGAGAGACTC + BA
24 TCCACTCCTG + BA
25 CACAGAGGGA ++ RM-MG
26 GGGTTTGGCA ++ RM-MG/UB-MG
27 CCCTAGACTG - -
28 GGAGCCTCAG - -
29 TCGCCAGCCA ++ DF/BA/SP/UB-MG
30 ACGGGAGCAA + DF
31 AGCAGCGCAC + BA
32 CAAACGTGGG - -
33 AGACGATGGG + DF/BA
34 AAGCCTGCGA - -
35 GGGTCTCGGT + DF/BA

*ndmero da relagdo dos 35 “primers” testados; (-): nenhuma amplificacdo, (+): amplificacido

de até trés bandas, (++): amplificacdio de quatro ou mais bandas. **: drea geografica conforme a Tabela 1.
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1434
500
1434 BA
1434 RM-MG
500
1434 SP
500
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Figura 3 — Produtos da RAPD amplificados de metacestédeos de Taenia solium
provenientes das dreas geograficas: (DF) Distrito Federal, (BA)Barreiras-BA, (RM-
MG) Bacia Hidrogrifica do Rio Mosquito-MG, (SP) Sao Paulo-SP e (UB-MG)
Uberaba-MG. F) DNA de suino. As linhas: 1 a 35 referem-se aos “primers” em gel

de agarose 2% . M: marcador de 100 pares de bases.
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pb e no segundo, somente o fragmento de 100pb, portanto, com padrdo de amplificacdo
diferente em relagdo as amostras de metacestédeos de 7. solium.

O dendograma demonstrando os valores obtidos na andlise de
distancia genética entre as populagdes de metacestédeos de 7. solium esta apresentado na
Figura 4. As amostras analisadas pela RAPD geraram em seis “primers”, 15 marcadores. A
amostra do DF apresentou a maior distdncia genética em relagdo as demais (49,5%),
seguida pela amostra da BA (48%) e UB-MG (38,5%). As amostras de SP e RM-MG

(28%) apresentaram menor variabilidade genética entre si.



37

Tabela 3 - Fragmentos polimérficos gerados por RAPD em metacestédeos de Taenia
solium provenientes de diferentes areas geogréficas do Brasil. Distrito Federal (DF), Bahia

(BA), Rio Mosquito (RM-MG), Uberaba (UB-MG) e Sao Paulo (SP).

“primer”’ Fragmentos (pb) Populacao de metacestédeo
n (seqiiéncia 5°-3’ gerado

3 (AGTCAGCCAC) 800 e 434 DF
103, 244 e 326 BA

17 (GGATGAGACC) 1000 e 244 DF
200 e 137 BA

26 (GGGTTTGGCA) 600 e 244 RM-MG
1000, 500 e 326 UB-MG

29 (TCGCCAGCCA) 1000 DF
244 e 434 BA
300 e 1377 UB-MG
500, 800 e 1191 SP

33 (AGACGATGGG) 800, 600, 400 e 326 DF
400 e 326 BA

35 (GGGTCTCGGT) 1434 DF
800 BA

n: nimero do “primer”’; pb: pares de bases.
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DF
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UB_MG

0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50

Distancia genética por porcentagem de desacordo

Figura 4 - Distancia genética baseada na porcentagem de desacordo de 15 marcadores
RAPD obtidos com seis “primers” agrupados ao acaso pelo método “unweighted pair
group method with averages (UPGMA)” para cinco populacdes de metacestédeos de 7.
solium provenientes de diferentes areas geograficas do Brasil: BA) Bahia; DF) Distrito

Federal; RM- MG) Bacia Hidrografica do Rio Mosquito, Minas Gerais; SP) Sao Paulo e UB-MG)

Uberaba, Minas Gerais.
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4.4. Dosagem protéica dos extratos salinos obtidos

As dosagens protéicas dos extratos salinos obtidos estdo demonstradas
na Tabela 4. Os metacestddeos provenientes de UB-MG ndo foram utilizados na
preparacao de extrato antigénico porque o armazenamento em formol inviabilizou sua
aplicacdo nos testes imunoldgicos. A dosagem protéica média dos extratos salinos

preparados foi de 1.215 pg/mL para 50 metacestédeos de 7. solium.

Tabela 4. Dosagem protéica dos extratos salinos totais de metacestédeos

de T. solium provenientes de diferentes dreas geograficas do Brasil.

Localizacao geografica dos metacestodeos Dosagem Protéica
(ng/mL)*

Distrito Federal (DF) 200

Barreiras (BA) 2100

Bacia Hidrogréfica do Rio Mosquito (RM-MG) 1700

Sao Paulo (SP) 860

*(ug/mL): microgramas/mililitro.
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4.5. Caracterizacao dos pacientes quanto a idade, sexo e procedéncia geografica

Na Tabela 5, estdo caracterizados os grupos de individuos estudados quanto ao
sexo e a procedéncia. No Grupo 1, a idade dos pacientes variou de 14 a 82 anos, com
média de 42 anos. No Grupo 2, em 58 pacientes a idade variou de 2 a 71 anos e a média foi
de 36 anos, ndo foi possivel obter as idades dos 10 pacientes com hidatidose,. No Grupo 3,
a idade dos individuos variou de 21 a 80 anos e a idade média foi de 32 anos.

Quanto a origem dos individuos, no Grupo 1 nove individuos ndo residiam em
Uberlandia — MG, sendo sete provenientes dos municipios mineiros de Indianépolis, Irai
de Minas, Santa Vitéria, Araguari, Campina Verde, Logoa Formosa e Ituiutaba; um de
Goianésia, Goids e outro de Porto Velho, Ronddnia. No Grupo 2, os individuos
provenientes de outro municipio eram de Campina Verde-MG e Araguari-MG (teniase);
dois de Araguari-MG e um de Tupaciguara (estrongiloidiase); de Jaiba-MG e outro de
origem desconhecida (esquistossomose) e os dez individuos com hidatidose eram,

procedentes de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Os individuos do Grupo 3 apresentaram

procedéncia de municipios mineiros (13), de municipios paulistas (5) e do Rio de Janeiro

(1).
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Tabela 5. Caracterizagdo dos grupos de individuos estudados quanto ao sexo e a

procedéncia.
Sexo Procedéncia
Grupo Feminino Masculino Uberlandia Outra
N % N % N % N %
1 Neurocisticercose (n = 49) 30 61,2 19 38,8 40 81,6 9 184

2 Outras helmintiases

Teniase (n =20) 19 95 1 5 18 90 2 10
Estrongiloidiase (n = 20) 9 45 11 55 17 85 3 15
Esquistossomose (n = 10) 4 40 6 60 8 80 2 20
Hidatidose (n = 10) 4 40 6 60 0 0 10 100
Himenolepiase (n = 8) 4 50 4 50 10 100 O 0

3 Individuos sauddveis (n =40) 20 50 20 50 21 525 19 475
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4.6. Resultados obtidos no Teste ELISA

A titulacdo do conjugado IgG de cabra anti-IgG humana, marcada
com peroxidase, foi realizada utilizando-se os titulos de 1000, 2000 e 4000 frente aos
extratos salinos totais de metacestédeos de 7. solium, nas concentracdes de 5 e 10 pg/mL,
provenientes de diferentes dreas geogréficas do Brasil. Na Figura 5 estdo demonstradas as
curvas obtidas para os diferentes extratos. O titulo 3000 foi selecionado, pois permitiu
discriminar entre as amostras positivas e negativas e a partir desse ponto os valores de DO
das amostras de soro padrao, apresentaram declinio acentuado. Nao houve diferenca entre
utilizacdo dos extratos salinos nas concentracdes de 5 e 10 pg/mL, portanto escolheu-se a
concentracdo de Sug/mL, que permitiu maior economia dos extratos salinos obtidos. Um
novo teste para confirmacao do titulo 3000 e da concentragdo de Sug/mL dos extratos foi

realizado, sendo obtidos resultados satisfatérios, conforme demonstrado na Figura 6.
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Figura 5. Titulacdo do conjugado IgG de cabra anti-IgG humana-peroxidase pelo Teste

ELISA frente aos extratos salinos totais de metacestodeos de 7. solium provenientes de
diferentes dreas geograficas do Brasil: A) Distrito Federal (DF); B) Bahia (BA); C) Bacia
Hidrografica do Rio Mosquito-Minas Gerais (RM-MG) e D) Sao Paulo (SP). (a): concentragio

de 5 pg/mL; (b): concentracdo de 10ug/mL; (+): amostra de soro padrio positivo para cisticercose; (~): amostra

de soro padrdo negativo para cisticercose; (1): amostra 1 e (2): amostra 2.
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Figura 6. Confirmacgao do tilulo 3000 do conjugado IgG de cabra anti-IgG humana-
peroxidase pelo ELISA frente aos extratos salinos totais de metacestédeos de 7. solium
(5 ng/mL), provenientes de diferentes dreas geograficas do Brasil: do Distrito Federal
(DF); da Bahia (BA); Bacia Hidrogréfica do Rio Mosquito-Minas Gerais (RM-MG) e de
Sdo Paulo (SP). (+): amostra de soro padriio positivo para cisticercose; (- ): amostra de soro padréio negativo para

cisticercose. (1); (2); e (3): amostras.
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Os resultados da deteccao de anticorpos IgG anti- metacestddeos de 7. solium nas
amostras de soro dos individuos dos Grupos 1, 2 e 3 frente aos quatro extratos antigénicos
analisados por ELISA, expressos em IR, estdo apresentados na Figura 7. As amostras de
soros de pacientes com NC (a) apresentaram IR mais elevado do que os demais grupos
(p<0,05), exceto quando comparado com amostras de pacientes com hidatidose. No Grupo
3, constituido de individuos sauddveis, as amostras ndo apresentaram reatividade em
nenhum extrato antigénico utilizado.

Na Figura 8 estdo demonstradas as freqii€ncias de reatividade pelo ELISA, de
anticorpos IgG anti-metacestédeos de 7. solium em relacdo aos antigenos analisados.
Houve diferenca significante estatisticamente (p = 0,02) entre a freqii€ncia de reatividade
apresentada pelas amostras testadas do Grupo 1 (NC) no extrato do DF em relacdo aos
demais extratos antigénicos. No Grupo 2, verificou-se elevada freqiiéncia (90% no extrato
do DF e 70% nos demais) de reconhecimento dos anticorpos de metacestédeos de 7.
solium nas amostras de soro de pacientes com hidatidose, quando comparada com as
demais parasitoses (p<0,05). Apenas em uma amostra de soro de pacientes com
himenolepiase foram reconhecidos anticorpos, frente ao extrato antigénico proveniente da
BA.

A reatividade soroldgica nas amostras de soro de pacientes com tenfase variou de
5 a 20% nos extratos analisados, enquanto que as amostras de soro de pacientes com
estrongiloidiase e as de pacientes com esquistossomose nio apresentaram positividade no

extrato salino de metacestédeos provenientes de SP.
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Figura 7. Teste ELISA, expresso em indice ELISA, na detec¢do de anticorpos IgG,
utilizando extratos salinos totais provenientes de metacestédeos de Taenia solium de
diferentes dreas geograficas do Brasil em amostras de soro diluidas 1:200, sendo: A)
Distrito Federal (DF), B) Bahia (BA), C) Bacia Hidrografica do Rio Mosquito-Minas (RM-
MG) e D) Sao Paulo (SP); grupo 1- a. neurocisticercose (n=49), grupo 2 - b. tenfase (n=20), c.

estrongiloidiase (n=20), d. esquistossomose (n=10), e. hidatidose (n=10), f. himenolepiase (n=8) e grupo 3 -

g. individuos sauddveis (n=40).
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Figura 8 - Freqiiéncia de reatividade no Teste ELISA na detec¢ao de anticorpos IgG
utilizando extratos salinos totais provenientes de  metacestodeos de 7. solium de
diferentes dareas geograficas do Brasil: (DF): Distrito Federal, (BA): Bahia, (MG): Bacia
Hidrografica do Rio Mosquito, Minas Gerais e (SP): Sao Paulo; em amostras de soro,

diluidas 1:200, grupo 1- a. neurocisticercose (n=49), grupo 2 - b. tenfase (n=20), c. estrongiloidiase
(n=20), d. esquistossomose (n=10), e. hidatidose (n=10), f. himenolepiase (n=8) e grupo 3 - g. individuos
saudaveis (n=40). Diferenca estatistica significante entre duas propor¢des no extrato do DF em relacdo aos

demais em a. («): p=0,02; eme. («+): p = 0,03.
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4.7. Resultados obtidos no SDS-PAGE e no Teste ‘“Western Blotting”
A Figura 9 demonstra os resultados da andlise eletroforética dos
extratos salinos por SDS-PAGE em gel a 12% corado pelo nitrato de prata, ilustrando os

diversos peptideos nos quatro extratos antigénicos.

kDa

Figura 9 — O pertil eletroforético dos quatro extratos antigénicos de metacestodeos de 7.
solium por SDS-PAGE em gel 12% corado por nitrato de prata. Linhas: M) marcador de
peso moleculare; 1) Distrito Federal; 2) Bahia; 3) Bacia Hidrografica do Rio Mosquito-MG

e 4) Sdo Paulo.
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As amostras de soro de 98 individuos, sendo 49 do Grupo 1, 39 do
Grupo 2 e 10 do Grupo 3, foram analisadas por WB frente aos peptideos antigénicos
presentes nos extratos salinos totais de metacestédeos de 7. solium. As Figuras 10, 11, 12 e
13 demonstram os marcadores de pesos moleculares reconhecidos pelos anticorpos IgG
anti-metacestédeo de 7. solium pelo WB, nas amostras de soro dos individuos do Grupo 1,
NC ativa e inativa, Grupo 2 e Grupo 3; frente ao extrato salino do DF, BA, RM-MG e SP,
respectivamente.

A Figura 14 apresenta as freqii€éncias de reconhecimento de bandas
pelos anticorpos presentes nas amostras de soro dos individuos frente aos extratos salinos
do DF, BA, RM-MG e SP nas amostras séricas de pacientes do Grupol, com NC ativa (A)
e inativa (B). As amostras de pacientes com NC ativa reconheceram o total de 12 peptideos
antigénicos, sendo que os pesos moleculares de 18, 24, 28-32, 39-40, 47-52, 64-68, 70, 80,
86, 95, 98 e 116 kDa foram reconhecidos no extrato salino de metacestédeos do DF. As
bandas de 24, 47-52, 64-68, 70, 86 e de 95 kDa foram reconhecidas no extrato da BA. Os
pesos moleculares aparentes de 24, 28-32, 39-42, 64-68, 70, 80, 86 e 116 kDa foram
reativos no extrato de RM-MG. As bandas de 28-32, 47-52, 64-68, 80 ¢ 86 kDa foram
reconhecidas no extrato de SP.

O peptideo de peso molecular aparente de 64-68 kDa foi reconhecido,
exclusivamente, nas amostras séricas de pacientes com NC ativa nos quatro extratos
salinos analisados (p=0,001); sendo que a freqiiéncia de reconhecimento desse peptideo foi
de 57,89%, 79%, 89,5% e 89,5% nos extratos salinos do DF, BA, RM-MG e SP,
respectivamente. Observou-se que no extrato DF, a reatividade da banda 64-68 kDa foi
significativamente inferior em relacdo aos extratos do RM-MG e de SP (p=0,02); e as
bandas de 24 e de 28-32 kDa apresentaram reconhecimento. A banda de 28-32 kDa

apresentou freqii€éncia de reconhecimento de 26,3%; 0%; 31,6% e de 36,84 % nos
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extratos salinos do DF, BA, RM-MG e SP, respectivamente; sendo que foi
significativamente mais elevada a freqiiéncia de reconhecimento dessa banda nos extratos
de RM-MG (p=0,01) e SP (p=0,03) em relagao ao extrato da BA.

As amostras de soro dos 30 pacientes do grupo 1, com NC inativa,
reconheceram, predominantemente, as bandas antigénicas de pesos moleculares de 86 kDa;
86 e 95 kDa; 86 kDa; 80 e 86 kDa nos extratos salinos do DF, BA, RM-MG e SP,
respectivamente. Essas bandas apresentaram elevadas freqiiéncias de reconhecimento em
todas as amostras e, portanto foram consideradas inespecificas para o diagnéstico de NC.

As amostras de soro dos 39 individuos do grupo 2 que foram
analisadas pelo WB demonstraram diferencas significativas no reconhecimento de
peptideos antigénicos nos diferentes extratos analisados. As amostras dos pacientes com
hidatidose foram as mais reativas (p=0,001) e reconheceram os peptideos (22, 28, 38, 35,
40, 45, 50, 60, 68, 77, 86, 95 e 116 kDa) nos extratos analisados. Sendo que os peptideos
de 68 e 77 kDa apresentaram freqiiéncia de reconhecimento superior nos quatro extratos
em relacdo as demais infec¢des helminticas (p<0,05). No entanto, essas bandas nao foram
relacionadas ao critério de positividade adotado no WB, e nenhuma amostra de soro de
paciente com hidatidose reconheceu o marcador de 64-68 kDa.

Dentre as dez amostras de soro dos individuos do Grupo 3 que foram
analisadas pelo WB, somente cinco reconheceram bandas antigénicas, que apresentaram
pesos moleculares de 86 kDa; 86 e 95 kDa; 86 kDa; 80 e 86 kDa nos extratos salinos do
DF, BA, RM-MG e SP, respectivamente.

A comparacdo da reatividade de anticorpos IgG anti-7. solium
presentes em amostras séricas de individuos dos Grupos 1, 2 e 3 frente aos extratos salinos
totais analisados nos testes ELISA e WB esta demonstrada na Tabela 6. Os anticorpos IgG

anti-metacestédeos de 7. solium apresentaram reatividade cruzada com hidatidose no
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ELISA, sendo reativos em 90% das amostras analisadas no extrato do DF e de 70% nos
demais extratos. O WB apresentou especificidade superior ao ELISA e no Grupo 1 o

critério de positividade adotado permitiu distinguir as formas ativa e inativa da NC.
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Figura 14 — Freqiiéncia de marcadores antigénicos reconhecidos pelos anticorpos IgG anti-T.

solium presentes nas amostras de soro de pacientes com neurocisticercose (NC), diluidas 1:50,

pelo “Western Blotting” frente aos extratos salinos de metacestodeos provenientes de diferentes

areas geograficas do Brasil: Distrito Federal (DF), Bahia (BA), Rio Mosquito (MG) e Sao Paulo

(SP). A) 19 pacientes com NC ativa e B) 30 pacientes com NC inativa. (*, **, #): Diferencas estatisticas

significante entre duas proporgdes p < 0,05 nas freqiiéncias das bandas em relagdo aos extratos.
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo, a presenga de polimorfismo no DNA de 7. solium e a
reatividade de anticorpos IgG, em amostras séricas de pacientes com NC e controles, frente
aos extratos salinos de populacdes de metacestddeos provenientes de diferentes areas
geograficas, foram analisados pela primeira vez no Brasil.

A tecnologia da RAPD tem sido uma eficiente ferramenta no estudo
da variabilidade genética intra-especifica de diferentes espécies. Recentemente, foram
comparadas as metodologias da RAPD, AFLP (“amplified fragment length
polymorphism™) e SSR (“simple sequence repeats”) derivadas do PCR na caracterizacdo
de 27 linhagens de Saccharomyces cerevisiae, demonstrando que todas apresentaram
resolucdo suficiente para detectar diferencas genéticas entre as linhagens desse organismo
(GALLEGO et al., 2005).

As pesquisas sobre variabilidade genética em 7. solium tém sido
inferiores em nimero quando comparadas com numerosas investigacdes em E. granulosus,
agente etiologico da hidatidose, mesmo assim estudos demonstraram variabilidade intra-
especifica em T. solium (NAKAO et al., 2002; GONZALEZ et al., 2002; VEGA et al.,
2003; YAMASAKI et al., 2004).

Em nosso estudo foi possivel distinguir as cinco populagdes de
metacestodeos de 7. solium com seis “primers” e dois deles foram suficientes na distingdo
dessas populacdes. O “primer” 26 (GGGTTTGGCA) diferenciou as populacdes RM-MG e
UB-MG, e o 29 (TCGCCAGCCA) diferenciou as populagdes de DF, BA, SP e UB-MG
entre si. Resultados semelhantes foram obtidos em estudo de variabilidade genética em
metacestodeos de T. solium, dissecados de suinos origindrios de trés regides do México,
Honduras e Tanzénia, que demonstraram 88% de polimorfismo por RAPD em

metacestddeos de T. solium (MARAVILLA et al., 2003b).
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As distancias genéticas verificadas nesse estudo sugerem que as
amostras analisadas apresentaram diferenciacdo intra-especifica. Esses resultados
evidenciaram quatro grupos distintos, sendo um grupo constituido pelos metacestédeos das
areas da Bacia Hidrogrifica do Rio Mosquito (RM-MG) e de Sao Paulo (SP), que
apresentaram maior semelhanca entre si, embora essas populacdes se localizem em areas
distantes a 1.200 km. O segundo agrupamento engloba a populacdo de metacestdédeos de 7.
solium da area de Uberaba, Minas Gerais (UB-MG); essa amostra foi obtida de hospedeiro
humano e apresentou 18% de distancia genética em relacdo as amostras de RM-MG e SP.
O terceiro grupo inclui os metacestddeos da Bahia (BA); e o dltimo retdne a populacdo de
T. solium do Distrito Federal (DF); esses dois grupos apresentaram 1,5% de distancia
genética entre si e a maior diferenciacdo genética em relacdo as demais amostras. A
semelhanga genética dentro de cada grupo de isolados, provavelmente relaciona-se com
migracdo humana e o comércio de suinos entre essas areas conforme Vega et al. (2003).

As correntes migratérias humanas no Brasil sdo freqiientes, as pessoas
migram em busca de trabalho e melhores condicdes de sobrevivéncia. Nas décadas de 80 e
90, foram freqiientes as migracdes de individuos provenientes de cidades ou meio rural da
regido Nordeste para os centros urbanos da regiao Sudeste, principalmente para o Estado
de Sao Paulo (WIKIPEDIA, 2006), fato que provavelmente relaciona-se com o maior
fluxo génico entre parasitos. A criacdo de suinos para subsisténcia, em geral, em
instalagdes precdrias de higiene no peridomicilio, € freqiiente nos municipios brasileiros e
constitui fator de risco associado a transmissdo da teniase por 7. solium e de cisticercose
humana (VIANNA et al., 1986; BIONDI et al., 1996).

A migragdo de pessoas e o comércio de suinos foram associados
como fatores que interferem no aparecimento de NC em novas édreas e permitem o fluxo

de variedades genéticas do parasito (DEKUMYOY et al., 2004). Estudo desenvolvido no
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México demonstrou que o comércio de suinos foi mais ativo entre regides proximas as
zonas rurais do que entre povoados distantes e houve maior transito de pessoas portadoras
de T. solium entre cidades vizinhas conforme demonstrado por Vega et al. (2003). Esses
resultados diferiram dos dados obtidos nessa tese, em que as populagdes com maior
semelhanga foram as que apresentaram distancia geografica consideravel entre si.

As distancias geogréficas podem atuar como barreiras que permitem o
isolamento genético entre seres vivos da mesma espécie, fato ndo significante entre as
populacdes de RM-MG e SP, pois essas distantes 1.200 km, apresentaram menor
variabilidade genética entre si, provavelmente devido aos elevados niveis de migracao
humana no nosso pais. Resultados semelhantes foram demonstrados em estudo de
diferencas raciais na espécie humana, que analisou a distancia genética para “loci” de
proteinas entre as populagdes européia, asidtica e africana do sub-Saara, demonstrando
maior distdncia genética entre as populacdes locais. As populagdes de continentes
diferentes apresentaram variabilidade genética consideravelmente pequena para a
classificac@o de sub-espécies ou racas humanas (COSMIDES et al., 2003). A diferenciacao
genética entre individuos de uma mesma drea geografica pode ocorrer devido as pressoes
seletivas do ambiente, que nesse caso constitui o organismo do hospedeiro sobre o
parasito.

Em relacdo aos pacientes com NC (Grupol), cujas amostras séricas
foram analisadas nesse estudo, verificou-se predominancia de pacientes do sexo feminino
e idade média de 42 anos. Na literatura ha diferentes prevaléncias de NC em relagdo ao
sexo do hospedeiro. A predominancia de individuos do sexo masculino (58,2%) com NC
foi evidenciada em estudo prospectivo de 55 pacientes com diagndstico de NC e a média
de idade de 42 anos (variando entre 15 e 72 anos), residentes no estado de Sao Paulo

(MACHADO et al., 2002). Em uma avaliacdo de 45 pacientes chineses com diagndstico
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comprovado de NC, Ikejima et al. (2005) ndo demonstraram diferenga estatisticamente
significante na predominancia da infeccdo entre os individuos do sexo masculino e
feminino. A média de idade dos pacientes com NC sintomética demonstrada nesse estudo
apresenta concordancia com pesquisas nacionais e internacionais (AGAPEJEV, 2003;
GARCIA, DEL BRUTTO, 2005). Em algumas helmintiases, como em esquistossomose
mansonica observa-se prevaléncia da infeccao em relagcdo ao sexo; no entanto, na NC
humana esse fato nio esta estabelecido (SCIUTTO et al., 2000).

Os testes imunoldgicos utilizados nesse estudo, demonstraram
diferencas de reatividade de anticorpos IgG presentes nas amostras séricas de pacientes
com NC em relacdo aos extratos antigénicos das quatro populagdes de metacestdédeos de 7.
solium analisadas. As amostras de soros de pacientes com NC apresentaram indice de
reatividade pelo ELISA mais elevado do que os demais grupos. A diferenca
estatisticamente significante na freqii€ncia de positividade de amostras séricas de pacientes
com NC foi demonstrada no extrato antigénico do DF, em relagdo aos demais extratos
analisados. As diferengas de infectividade e patogenicidade da infec¢do por metacestodeos
de T. solium, manifestam-se na diferenca de reconhecimeno de antigenos do parasito pelos
anticorpos do hospedeiro humano e relacionam-se, provavelmente com a variabilidade
genética do parasito (CAMPBELL et al., 2006). Aliado as condi¢des sanitdrias rurais,
predominantemente desfavordveis, dos paises em desenvolvimento que sdo
preponderantes na propagacdo do agente parasitirio, além de intensificar a evolucdo
progressiva da diferenciacdo e variabilidade genéticas de 7. solium, resultando em
heterogeneidade clinica, patoldgica e imunoldgica da doenca (VEGA et al., 2003).

A positividade do teste ELISA em amostras de soro de pacientes com
outras helmintiases foi demonstrada, especialmente em amostras de individuos com

diagnostico de hidatidose. Este fato € freqiiente, no entanto o teste ELISA constitui a
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melhor escolha para a triagem de pacientes provenientes de dreas onde a cisticercose €
endémica (ITO, 2002). A reagao cruzada observada nesse trabalho pode ser explicada pela
proximidade filogenética entre os parasitos, que apresentam proteinas antigénicas
semelhantes, visto que 7. solium pertence ao Filo Plathyhelmintes que inclui S. mansoni,
agente etioldgico da esquistossomose mansdnica, na Classe Cestoidea que inclui, também,
H. nana, responsavel pela himenolepiase e na Familia Taeniidae na qual esté classificada a
espécie de E. granulosus (REY, 2001; HOBERG, 2006). A teniase, no Brasil, apresenta 7.
solium e T. saginata como agentes etioldgicos, sendo que os pacientes com essa infecg¢ao,
cujas amostras de soro foram avaliadas, apresentaram reatividade cruzada menor em
relacdo a hidatidose. Esse fato pode estar relacionado a detec¢do de antigenos estigios
especificos do parasito (HOBERG, 2006).

De acordo com outras pesquisas o diagnéstico sorolégico da NC ¢é
influenciado pelos niveis de anticorpos produzidos durante a infec¢io (DEKUMYOY et
al.,, 2004) e apresenta reatividade cruzada com outras infec¢des, principalmente com a
hidatidose, teniase e himenolepiase (SCIUTTO et al., 2000: GARCIA, DEL BRUTTO,
2005).

Os pacientes com NC inativa apresentaram reatividade soroldgica
elevada pelo ELISA, resultados que confirmam a identificacdo da presenca de anticorpos
em amostras de soro refletem a infeccdo, atual ou passada e nido apenas em sua
apresentacdo neuroldgica. Os pacientes com cisticercose muscular ou subcutdnea podem,
também, apresentar resultado positivo pelo ELISA (DEL BRUTTO et al, 2001; FERRER
et al., 2005). O poliparasitismo de individuos por helmintos constitui achado freqiiente em
paises em desenvolvimento e apresenta forte associagdo com a reatividade soroldgica
cruzada no diagnéstico da cisticercose (FLISSER, 2006). A hidatidose é endémica na

regido Sul do Brasil. Uma pesquisa desenvolvida nessa regido, analisou 127 amostras de
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soro de pacientes com helmintiases na deteccido de anticorpos IgG frente a diferentes
antigenos e foi demonstrada reatividade cruzada em amostras séricas de pacientes com
esquistossomose e hidatidose pelo teste ELISA, frente ao extrato antigénico de liquido de
vesicula de metacestodeos de T. solium (ISHIDA et al., 2003). A detec¢do soroldgica de
anticorpos anti-metacestodeos de 7. solium em amostras de soro e LCR de pacientes
mexicanos com NC e de individuos com outras parasitose provenientes de diferentes
paises foi avaliada por Gekeler et al. (2002) que demonstraram sensibilidade de 75% e
83% em amostras de soro e LCR, respectivamente. A reatividade cruzada foi verificada
em 54% dos 26 pacientes com hidatidose, 19% dos 16 individuos com estrongiloidiase e
14% de sete pessoas com esquistossomose no ELISA (GEKELER et al., 2002).

Em estudo de reatividade de IgG pelo ELISA, utilizando antigenos de
metacestddeos de 7. solium, em amostras séricas de grupos de pacientes com infec¢des por
helmintos, protozodrios ou virus demonstraram reconhecimento de anticorpos em 17/20
de amostras de soro de pacientes com hidatidose; 5/13 amostras de pacientes com
esquistossomose e 1/2 pacientes com himenolepiase (FERRER et al., 2005).

Os resultados do teste WB foram interpretados, nesse estudo, de
acordo com o critério de reatividade de bandas antigénicas descrito por Shiguekawa et al.
(2000) e utilizado por outros autores (OLIVEIRA et al., 2006). O reconhecimento do
marcador antigénico de peso molecular de 64-68 kDa foi exclusivo e imunodominate em
amostras séricas de pacientes com NC ativa; resultado semelhante foi obtido por Oliveira
et al. (2006). Esse peptideo foi demonstrado por Barcelos et al. (2001) com freqiiéncia de
reatividade imunodominante frente a anticorpos IgG presentes em amostras de LCR de
pacientes com NC. O marcador antigénico de 65-70 kDa foi demonstrado por Simac et al.
(1995) com freqiiéncia de reconhecimento em amostras de LCR de pacientes com NC

provenientes de uma ilha “La Réunion” localizada no Oceano Indico. A utilizacdo de um
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critério especifico na andlise dos marcadores antigénicos pelo WB permite o diagndstico
da cisticercose em amostras de soro de pacientes residentes em dreas onde essa doenga é
endémica (PAWLOWSKI, ALLAN, SARTI, 2005). O WB apresentou elevadas
sensibilidade e especificidade, no diagndstico da cisticercose humana frente aos extratos
salinos totais de diferentes populacdes de metacestddeos de T. solium.

No presente trabalho, o WB apresentou niveis de especificidade
compativeis com o EITB, pois as bandas reconhecidas nas amostras de individuos do
grupo com outras helmintiases ndo foram relacionadas a positividade. O EITB foi descrito
por Tsang, Brand, Boyer (1989) e utiliza sete glicoproteinas (de 13 a 50 kDa) de
metacestédeos de 7. solium, com especificidade de 100% em amostras de soro de
individuos provenientes de dreas onde a cisticercose € endémica. Em nosso estudo, as
bandas de baixo peso molecular, que foram reconhecidas pelos anticorpos séricos
apresentaram pesos moleculares de 18, 24, 28-32, 39-42 e 47-52 kDa, sendo que a banda
de 28-32 kDa foi, significativamente, reconhecida nos extratos de RM-MG e de SP. As
bandas de 8 e de 26 kDa foram descritas como especificas no diagndstico sorolégico da
NC em amostras de soro e de LCR por Gottstein, Tsang e Schantz (1986).

Os marcadores de pesos moleculares de 80, 86, 95 e 98 kDa foram
considerados inespecificos para o diagndstico da NC humana nesse estudo. A banda de 80
kDa, segundo Shiguekawa et al. (2000), constitui marcador que apresenta elevados indices
de reatividade cruzada com outros parasitos. As bandas de 95 e de 98 kDa foram
relacionadas ao antigeno B e a paramiosina, respectivamente, os quais sdo peptideos
altamente conservados nos cestodas (LARRALDE et al., 1990; SCIUTTO et al., 2000).

Os resultados obtidos nesse estudo contribuem para acrescentar dados
a genética do parasito e, possivelmente, para a compreensdo da heterogeneidade da

sintomatologia que os pacientes com neurocisticercose (NC) apresentam.
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6. CONCLUSOES
- Os metacestédeos de 7. solium provenientes de diferentes &reas
geograficas do Brasil analisados nesse estudo apresentaram polimorfismo

por marcadores RAPD;

- As freqiiéncias de reatividade de anticorpos IgG anti-T. solium detectadas
em amostras de soro de pacientes com neurocisticercose apresentaram
diferenca significativa no extrato do DF em relacdo aos demais extratos
salinos de metacestédeos provenientes de diferentes dreas geograficas do

Brasil;

- A freqiiéncia e quantidade de marcadores antigénicos reconhecidos pelos
anticorpos IgG presentes em amostras de soro de individuos com
neurocisticercose apresentaram diferencas significativas nos extratos salinos

analisados

- As populagdes de T. solium analisadas nesse estudo apresentaram

variabilidade genética e diferencgas de antigenicidade.
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Figura 10 — Marcadores antigénicos por “Western Blotting” reconhecidos pelos anticorpos IgG anti-7. solium nas amostras séricas de
individuos do Grupo 1, com neurocisticercose (NC), do Grupo 2, pacientes com outras infec¢des helminticas e do Grupo 3, individuos

sauddveis (Controles). Extrato salino de metacestodeos provenientes do Distrito Federal.
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Figura 11 — Marcadores antigénicos por “Western Blotting” reconhecidos pelos anticorpos IgG anti-7. solium nas amostras séricas de
individuos do Grupo 1, com neurocisticercose (NC), do Grupo 2, pacientes com outras infec¢des helminticas e do Grupo 3, individuos

sauddveis (Controles). Extrato salino de metacestodeos provenientes do estado da Bahia.
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Figura 12 — Marcadores antigénicos por “Western Blotting” reconhecidos pelos anticorpos 1gG anti-7. solium nas amostras séricas de
individuos do Grupo 1, com neurocisticercose (NC), do Grupo 2, pacientes com outras infec¢des helminticas e do Grupo 3, individuos

sauddveis (Controles). Extrato salino de metacestddeos provenientes da regido da Bacia Hidrografica do Rio Mosquito, Minas Gerais.

52



kDa

116 Pt

86

80 r -

64-68 . |

47-52

28-32

NC ativa NC inativa E. granulosus Taenia spp H. nana S. stercoralis

S. mansoni saudaveis

GRUPO 1

GRUPO 2 GRUPO 3

Figura 13 — Marcadores antigénicos por “Western Blotting” reconhecidos pelos anticorpos 1gG anti-7. solium nas amostras séricas de

individuos do Grupo 1, com neurocisticercose (NC), do Grupo 2, pacientes com outras infec¢des helminticas e do Grupo 3, individuos

sauddveis (Controle). Extrato salino de metacestédeos provenientes do estado de Sdao Paulo.
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Tabela 6 — Comparagao entre a reatividade de anticorpos IgG anti-Taenia solium presentes em amostras séricas de individuos dos grupos 1,2 e 3,

frente aos extratos salinos totais de populacdes de metacestodeos de 7. solium provenientes de diferentes dreas geograficas do Brasil..

REATIVIDADE PELOS TESTES ELISA E WESTERN BLOTTING (WB)*

GRUPOS Extratos Salinos Totais
DF BA RM-MG SP
ELISA (%) WB(%) ELISA (%) WB(%) ELISA (%) WB(%) ELISA (%) WB(%)

1) neurocisticercose (NC)

NC ativa 18/19 (94,7)  17/19(89,5)  12/19 (63,2) 16/19 (84.,2) 17/19 (89,5)  17/19(89,5)  15/19(78,9)  18/19 (94,7)

NC inativa 26/30 (86.7) 0/30 (0,0) 22/30 (73,3) 0/30 (0,0) 18/30 (60,0) 0/30 (0,0) 18/30 (60,0) 0/30 (0,0)

2) Outras Helmintiases

Hidatidose 9/10 (90,0) 0/10 (0,0) 7/10 (70,0) 0/10 (0,0) 7/10 (70,0) 0/10 (0,0) 7/10 (70,0) 0/10 (0,0)
Teniase 4120 (20,0) 0/7 (0,0) 3/20 (15,0) 0/10 (0,0) 3/20 (15,0) 0/10 (0,0) 1720 (5.0) 0/10 (0,0)
Estrongiloidfase 5/20 (25,0) (0/10 (0,0) 3/20 (15,0) 0/10 (0,0) 5/20 (25.0) 0/10 (0,0) 0/20 (0,0) 0/10 (0,0)
Esquistossomose 1/10 (10,0) 0/8 ((0,0) 1/10 (10,0) 0/8 (0,0) 1/10 (10,0) 0/8 (0,0) 0/10 (0,0) 0/8 (0,0)
Himenolepiase 0/8 (0,0) 0/4 (0,0) 1/8 (12,5) 0/4 (0,0) 0/8 (0,0) 0/4 (0,0) 0/8 (0,0) 0/4 (0,0)

3) Individuos Saudéveis 0/40 (0,0) 0/10 (0,0) 0/40 (0,0) 0/10 (0,0) 0/40 (0,0) 0/10 (0,0) 0/40 (0,0) 0/10 (0,0)

*critério de reaitividade no WB: reconhecimento de duas ou mais bandas: 24, 39-42, 47-52, 56, 64-68 e 126-155 kDa
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