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RESUMO              
 
Neurocisticercose (NC) é uma comum infecção do sistema nervoso central em humanos,  seu 

diagnóstico é estabelecido pela combinação de dados clínicos, de neuroimagem (tomografia 

computadorizada e ressonância magnética), dados imunológicos e epidemiológicos. Testes 

sorológicos como o enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) e immunoblotting na 

detecção de anticorpos específicos contra metacestódeos de T. solium em amostras de soro 

ou líquor, podem ser uma ferramenta viável para o diagnóstico da NC. O uso de antígenos 

heterólogos de metacestódeos de Taenia saginata para o imunodiagnóstico da NC é 

importante, principalmente em lugares onde a obtenção de antígeno homólogo de 

metacestódeos de T. solium é difícil. O objetivo do estudo foi fracionar e caracterizar 

parcialmente frações obtidas a partir do extrato salino de metacestódeos de T. saginata (ES) 

através de cromatografia de troca iônica em resinas Carboximetil-sepharose (CM) e 

Dietilaminoetil-sepharose (DEAE), como fonte de marcadores antigênicos aplicáveis no 

imunodiagnóstico da NC. Para detecção de anticorpos IgG pelos testes ELISA e 

immunoblotting, 140 amostras de soro foram analisadas: 45 de pacientes com NC (G1), 50 

de pacientes com outras infecções parasitárias (G2) e 45 indivíduos saudáveis (G3). 

Sensibilidade (Se), especificidade (Es), área sob a curva (AUC) e likelihood ratios (LR) foram 

calculadas. As frações CMS2 e DEAES2 apresentaram altos parâmetros de diagnóstico (Se 

88,8% e 93,4%; Es 93,7% e 92,6%; AUC: 0,965 e 0,987, LR+: 14,07 e 12,67; LR−: 0,11 e 

0,07,respectivamente). Em conclusão as frações CMS2 e DEAES2 são importantes fontes de 

peptídeos específicos, com alta eficiência para diagnosticar a NC.  

Palavras-chave: Neurocisticercose; metacestódeos de Taenia saginata; troca iônica; 

Diagnóstico. 

 



 

 

ABSTRACT 

Antigenic fractions from Taenia saginata metacestode obtained by ion-exchange 

chromatography in the immunodiagnosis of human neurocysticercosis 

Neurocysticercosis (NC), is common infection of the human central nervous system, 

diagnosis is established by the combined analysis of clinical data, neuroimaging 

(computerized tomography and magnetic resonance), immunological and epidemiological 

data. Serological tests as enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and immunoblotting 

to detect specific antibodies against metacestodes of T. solium in serum samples or 

cerebrospinal fluid may provide a viable tool for the diagnosis of NC. The use of 

heterologous antigen from Taenia saginata metacestodes for NC immunodiagnosis is 

important where the collection of T. solium metacestodes for the preparation of 

homologous antigen is difficult. The aim of this study was to fractionate and partially 

characterize fractions obtained from the total saline extract (SE) of T. saginata metacestodes 

after ion-exchange procedure in carboxymethyl sepharose (CM) and diethylaminoethyl 

sepharose (DEAE) resins, as a source of antigenic markers applicable in the immunodiagnosis 

of NC. For IgG detection by ELISA and Immunoblotting, 140 serum samples were analyzed: 

45 from patients with NC (G1), 50 from patients with other parasitic infections (G2) and 45 

from healthy individuals. Sensitivity (Se), specificity (Sp), area under curve (AUC) and 

likelihood ratios (LR) were calculated. CMS2 and DEAES2 fractions provided high diagnostic 

values (Se 88.8% and 93.4%; Sp 93.7% and 92.6%; AUC 0.965 and 0.987, LR+ 14.07 and 

12.67; LR− 0.11 and 0.07, respectively). In conclusion CMS2 and DEAES2 fractions are 

important sources of specific peptides, with high efficiency to diagnose NC. 

Keywords: Neurocysticercosis; Taenia saginata metacestodes; Ion-exchange; Diagnosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

 O complexo teníase-cisticercose em humanos engloba duas doenças distintas, com 

sintomatologia diferentes: a teníase e a cisticercose. A urbanização desordenada, vigilância 

sanitária deficiente, ausência de saneamento básico e educação sanitária são os principais 

fatores que potencializam esse complexo. Essa zoonose incide em países subdesenvolvidos, 

principalmente os da Ásia, África e America Latina (FLISSER et al., 2003; SARTI; RAJSHEKHAR, 

2003; MEDINA et al., 2005; DEL BRUTTO, 2012a), sendo emergente em países desenvolvidos 

devido à migração de áreas endêmicas: 90% dos pacientes diagnosticados com 

neurocisticercose (NC) nos EUA e na Europa são imigrantes latino-americanos (DEL BRUTTO, 

2012b).  No Brasil, a ocorrência da NC é frequente nas regiões Sul, Sudeste, Nordeste e 

Centro-Oeste, isso se deve a falta de diagnóstico específico e de baixo custo 

(PFUETZENREITER; ÁVILA-PIRES, 2000; AGAPEJEV, 2003; NASH, GARCIA, 2011; DEL BRUTTO, 

2012a).  

 A NC forma mais grave da cisticercose é causada pela ingestão de ovos de Taenia 

solium. As manifestações clínicas da doença podem variar de assintomática a episódios 

graves (PAWLOWSKI; ALLAN; SARTI, 2005; BRUNETTI; WHITE Jr, 2012). Em algumas regiões 

endêmicas, estudos de autopsias demonstraram uma frequência de 43,3% a 91% de 

indivíduos assintomáticos com NC (TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006). Existem poucos 

estudos em relação às estratégias de controle da NC, sendo necessário o aprimoramento de 

técnicas de diagnóstico para melhorar o controle da doença por razões econômicas e 

médicas (PAWLOWSKI, 2008).   
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1.1 Classificação e morfologia de Taenia saginata e Taenia solium  

 

   Os tenídeos possuem corpos achatados dorso-ventralmente e divididos em escólex, 

colo e estróbilo. O estróbilo é formado por uma cadeia de segmentos e cada segmento 

constitui uma proglote. Pertencem ao Filo Platyhelminthes, Classe Cestodea, Ordem 

Cyclophyllidea e Família Taeniidae (REY, 2001; HOBERG, 2002).  

 O estágio adulto tanto de T. solium quanto de Taenia saginata apresenta o corpo 

leitoso, com comprimento médio de 1,5 a 4 metros, para T. solium, podendo atingir até 8 

metros em T. saginata. O escólex de T. solium é piriforme apresentando quatro ventosas e 

uma dupla coroa de acúleos, com número variando entre 25 a 50, inseridas em um rostro 

situado entre as ventosas; T. saginata não possui rostro armado com acúleos (REY, 2001). O 

estróbilo corresponde ao restante do parasito e possui o aspecto de uma fita, sendo 

formado por vários segmentos, as proglotes, que se desenvolvem a partir do colo. As 

proglotes apresentam diferentes estágios de desenvolvimento: jovens, maduras e grávidas. 

 As formas larvais ou metacestódeas, constituem-se de uma vesícula ovóide, 

translúcida, com 15 mm de comprimento por 7 a 8 mm de largura, apresentando no seu 

interior, líquido vesicular e escólex invaginado. A diferenciação da forma metacestódea 

entre as duas espécies é realizada pela observação do escólex. A forma metacestódea de T. 

solium possui rostro armado com acúleos e a forma metacestódea de T. saginata não possui 

rostro (SCIUTTO et al., 2000; REY, 2001).  

 Os ovos, de aproximadamente 30 a 45 μm de diâmetro, são esféricos e de aspecto 

radial quando observados à microscopia óptica, possuem envoltório denominado 

embrióforo, em cujo interior encontra-se um embrião hexacanto, também denominado de 

oncosfera. Os ovos de T. solium e T. saginata são idênticos, sendo impossível diferenciar 
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quando examinados pelo microscópio óptico (SCIUTTO et al., 2000; FLISSER; VARGAS-

PARADA; LACLETTE, 2006).  

 

1.2 Aspectos biológicos 

 

   O único hospedeiro definitivo de T. solium e T. saginata é o homem. Os hospedeiros 

intermediários de T. solium são os suínos e os de T. saginata são os bovinos. Existem três 

fases com relação à população e parasitos: adulta no hospedeiro definitivo, ovos no 

ambiente e formas metacestódeas (fase larval) no hospedeiro intermediário 

(PFUETZENREITER; ÁVILA-PIRES, 2000).  

   O homem ao ingerir carne crua ou mal cozida de suínos, bovinos ou suínos infectados 

respectivamente com formas metacestódeas viáveis de T. solium ou T. saginata 

desenvolverá a teníase (EOM; RIM, 1993). No tubo digestório do homem, por ação de 

enzimas proteolíticas e sais biliares, as formas metacestódeas são liberadas das vesículas 

através de um processo de evaginação, alcançam a parede do intestino delgado e iniciam 

sua diferenciação em verme adulto (PFUETZENREITER; ÁVILA-PIRES, 2000; TAKAYANAGUI; 

LEITE, 2001; GARCIA; DEL BRUTTO, 2003; FLISSER; VARGAS-PARADA; LACLETTE, 2006; 

YAMASAKI et al., 2006). As proglotes grávidas são eliminadas 60 a 70 dias após a ingestão da 

carne contaminada com os metacestódeos.  

   Na cisticercose humana, o hospedeiro intermediário acidental de T. solium, se infecta 

pela ingestão de ovos viáveis do parasito. Esse fato pode ocorrer de várias maneiras: (1) por 

meio da heteroinfecção, que consiste na manipulação direta de água ou alimentos 

contaminados com fezes humanas contendo ovos de T. solium, ou manipulação indireta 

através da irrigação e/ou fertilização com água e/ou esterco contaminados; (2) por meio da 
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auto-infecção externa, que consiste na ingestão de ovos de T. solium pelo próprio indivíduo 

portador da teníase sendo resultado de maus hábitos higiênicos (sobretudo a falta do hábito 

de lavar as mãos após a defecação); (3) por meio da auto-infecção interna, resultante de 

movimentos antiperistálticos ou de vômitos que permitem o retorno de algumas proglotes 

ao estômago para sofrer a ação do suco digestivo, o que permitirá a eclosão dos embriões 

infectantes (BARBOSA et al., 2000; REY, 2001; GARCIA; DEL BRUTTO, 2003, HAWK et al., 

2005). Além da auto-infecção interna, há relatos de meios alternativos de transmissão dos 

ovos de T. solium como coprofagia nos psicopatas (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001). 

   A forma metacestódea pode se instalar praticamente em todos os órgãos do corpo 

humano, incluindo a musculatura esquelética e cardíaca, olhos, tecido subcutâneo, sistema 

nervoso central (SNC) e raramente a cavidade oral e medula espinhal (PUSHKER; BAJAJ; 

BALASUBRAMANYA, 2005; JAY et al., 2007; IZCI et al., 2008), sendo o SNC a localização mais 

importante, causando a forma mais grave e frequente que acomete grande número de 

pessoas, a NC (COSTA-CRUZ, 1995; BRUNETTI; WHITE Jr, 2012).  

    

    1.3 Epidemiologia do Complexo Teníase-Cisticercose 

 

  A cisticercose humana é um grave problema de saúde pública em várias regiões da 

Ásia, África e América Latina, particularmente nos países em desenvolvimento, onde a 

precariedade das condições de saneamento básico e o baixo nível sócio econômico cultural 

favorecem sua disseminação (AGAPEJEV, 2003; COYLE et al., 2012).  

 Após encontro internacional sobre T. solium e o complexo teníase-cisticercose, com 

foco especial no leste e sul da África, realizado em Arusha, Tanzânia – África, em agosto de 

2002, vários autores reafirmaram o problema de saúde pública da teníase-cisticercose na 
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América Latina, Ásia e África Central e Ocidental. Esta reunião ainda demonstrou que este 

parasito encontra-se difundido também na África Oriental e Meridional (DORNY et al., 2003; 

ZOLI et al., 2003). Em Papua na Indonésia, Ásia a prevalência de cisticercose varia entre 23,5 

% e 56,9% (SALIM; ANG; HANDALI, 2009). Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), 

o complexo teníase-cisticercose atinge cerca de 50.000.000 indivíduos por ano, causando 

50.000 mortes anualmente (PAL; CARPIO; SANDER, 2000). 

 A cisticercose é classificada como uma doença infecciosa emergente em países 

desenvolvidos, como no sudoeste da Ásia e Estados Unidos da América (CARPIO, 2002, 

NDIMUBANZI et al., 2010), devido à imigração de populações originárias de áreas 

endêmicas, principalmente para o estado da Califórnia (HAWK et al., 2005). Foram 

confirmados casos de cisticercose em Los Angeles, sendo a NC a forma mais comum (97,4%), 

embora tenha casos de cisticercose ocular e subcutânea (SORVILHO et al., 2011). 

 A NC é endêmica em países em desenvolvimento com alta taxa de imigração em 

países desenvolvidos (DEL BRUTTO, 2012b), é uma das causas mais comuns de epilepsia, 

26,3% a 53,8% dos casos de epilepsia nos países em desenvolvimento, incluindo a Índia, 

China, sudeste da Ásia, América Latina, e África são devido a NC, que causa também 

convulsão e problemas neuropsicológicos (PRASAD et al., 2008; CARPIO; HAUSER, 2009; 

GUINTO; GUINTO, 2013). Em estudo realizado no sul da Índia, com indivíduos com crise 

convulsiva, 15,9% apresentaram reatividade para NC. Dentre esses indivíduos 17,7% eram da 

zona rural e 6% da zona urbana (PRABHAKARAN et al., 2008).    

No continente americano a teníase e a cisticercose encontram-se prevalentes na 

Bolívia, Brasil, Colômbia, Equador, Guatemala, México e Peru (ANTONIUK, 1999). No Peru a 

prevalência é de 0,5 a 1%, sendo mais freqüente em grávidas, jovens, e idosos (GARCIA et 

al., 2010). 
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 No Brasil, embora o Ministério da Saúde recomende a implementação da notificação 

compulsória do complexo teníase-cisticercose, somente os Estados de Santa Catarina, 

Paraná, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, e a cidade Ribeirão Preto (SP) implantaram 

programas de controle (AGAPEJEV, 2003). A NC tem sido apresentada com frequência nos 

estados do sul, sudeste e centro-oeste do Brasil, principalmente em indivíduos dos estados 

de São Paulo, Minas Gerais, Paraná e Goiás, sendo o gênero feminino mais acometido 

(PFUETZENREITER; ÁVILA-PIRES, 2000; TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; BRAGAZZA et al., 2002; 

AGAPEJEV, 2003; MENDES et al., 2005; BENEDETTI; FALAVIGNA; FALAVIGNA-GUILHERME 

2007).  

 Na região Centro-Oeste, Oliveira et al. (2006), em um estudo soro-epidemiológico, 

demonstraram a endemicidade (11,3%) da cisticercose humana na cidade de Catalão – 

Goiás, localizada a 100 Km de Uberlândia. A região do Triângulo Mineiro constitui uma área 

de preocupação dentro do complexo teníase-cisticercose, uma vez que diversos estudos têm 

demonstrado que se trata de uma região endêmica para este complexo (FERREIRA et al., 

1994; COSTA-CRUZ, 1995; SILVA-VERGARA et al., 1998; ESTEVES; CARVALHO; SILVA-

VERGARA, 2005; OLIVEIRA et al., 2006). Constatou-se a soroprevalência da cisticercose em 

Araguari (13,5%), Tupaciguara (5,0%), Monte Alegre (4,8%), e Uberlândia (4,7%) mostrando 

uma área problemática do ComplexoTteníase-Cisticercose (SILVEIRA-LACERDA et al., 2002).  

 O grande problema do Complexo Teníase-Cisticercose se deve ao fato dos portadores 

de teníase se auto-infectarem causando NC. Devido à dificuldade de tratamento de NC, 

busca-se a implantação de medidas de controle. No entanto, para estratégias de controle, 

indivíduos com NC não são alvos essenciais, pois não albergam o parasito adulto (GARCIA; 

DEL BRUTTO, 2003). Para o controle da teníase e NC pode ser empregada uma intervenção 

através dos serviços médico e veterinário, usando uma quimioterapia foco-orientada da 
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teníase (PAWLOWSKI, 2008). Em estudo realizado no México durante o período de 1990 a 

2009, a NC pode ser considerada não mais um problema de saúde pública, devido à 

educação sanitária (FLISSER; CORREA, 2010). 

 

1.4 Aspectos Patogênicos, Interação Parasito-Hospedeiro e Resposta Imune 

 

 A patologia, clínica e resposta imunológica ao metacestódeo de T. solium estão 

relacionadas e dependem tanto da localização, do número, do tamanho e da fase de 

desenvolvimento em que se encontram os cisticercos, como da reação do hospedeiro nos 

tecidos parasitados (WHITE Jr, 2000; CARDENAS et al., 2012; DEL BRUTTO, 2012a).  

 Não existe uma sintomatologia própria ou um quadro único que diferencie a 

cisticercose de outras doenças, sendo assim é considerada uma doença polimorfa, com os 

mais diversos quadros clínicos. (TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006; SOTELO et al., 2011; 

ZYMBERG, 2012). Sintomas possíveis de NC incluem: náusea, vômito, cefaléia, ataxia, sinais 

neurológicos focais, hidrocefalia, vasculite, infarto cerebral e quadros neuropsiquiátricos 

diversos (FORLENZA et al., 1997; SAWHNEY et al., 1998; PAL; CARPIO; SANDER, 2000, 

RAMOS-ZÚÑIGA et al., 2013).   

 O cisticerco passa por vários estádios: vesicular – fase inicial quando cisticercos 

viáveis têm uma inflamação mínima associada; coloidal - com a perda da habilidade de 

controle da resposta imune do hospedeiro pelo cisticerco, sua parede é infiltrada e rodeada 

por células inflamatórias do hospedeiro, compostas primariamente por células 

mononucleares, que também podem entrar no fluido do cisticerco; granular nodular - ocorre 

colapso de sua cavidade e fibrose devido ao progresso da reposta imune; calcificado – 
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eventualmente o parasito é substituído por fibrose progressiva, que pode calcificá-lo (WHITE 

Jr, 2000).   

 Há um equilíbrio parasito – hospedeiro que é mantido como resultado da habilidade 

do parasito sobreviver no hospedeiro por longos períodos. A resposta inflamatória ao redor 

de um ou mais metacestódeos degenerados pode principiar uma doença sintomática, 

através da proliferação de linfócitos e posterior diferenciação em células efetoras tipo Th1 e 

Th2, com subseqüente produção de várias citocinas, ou de células plasmáticas, com 

consequente produção de anticorpos específicos (CARPIO, 2002; SCIUTTO et al., 2007). 

 A resposta imune inata tem papel fundamental para a patogênese da NC, 

dependente de receptores toll-like 4 (TLR4). Foram identificados níveis de citocinas em 

associação com TLR4 em pacientes assintomáticos e sintomáticos, no entanto em pacientes 

sintomáticos os níveis de TLR4 correlacionados com a produção de citocinas pro-

inflamatórias apresentaram níveis maiores (VERME et al., 2011). 

   Na resposta humoral destacam-se os anticorpos IgG anti-metacestódeos de T.  

solium, que são detectados tanto em amostras de soro quanto em amostras de líquor, além 

de serem encontrados em níveis superiores às demais classes de imunoglobulinas em 

diferentes amostras biológicas (SHORT et al., 1990; BUENO et al., 2000; PARDINI et al., 

2002). Há elevação dos níveis de imunoglobulinas: IgG, IgM, IgE, e IgA, respectivamente em 

ordem decrescente quanto aos níveis detectáveis. Os maiores valores são detectados em 

casos de cisticercose intraventricular e em casos de múltiplas manifestações (ODASHIMA; 

TAKAYANAGUI; FIGUEIREDO, 2002). 
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 1.5 Diagnóstico da Neurocisticercose Humana  

 

  O diagnóstico da NC é baseado em critérios clínicos, epidemiológicos, laboratoriais, e 

neuroimagem (NASH, GARCIA, 2011; DEL BRUTTO, 2012a). O diagnóstico laboratorial 

compreende a pesquisa direta da forma metacestódea de T. solium, por meio de exames 

anatomopatológicos após intervenção cirúrgica, biópsia ou necropsia. A neuroimagem 

compreende a tomografia computadorizada (TC) e ressonância magnética (RM) que podem 

evidenciar o número e tamanho das lesões, a regressão da infecção e o nível da reação 

inflamatória do hospedeiro contra o parasito (PRETELL et al., 2005; GARG et al., 2008), sendo 

restrita em países subdesenvolvidos. 

Novos conceitos no diagnóstico desta parasitose têm sido aperfeiçoados nos últimos 

anos; dentre os quais destaca-se a identificação e sequenciamento de antígenos específicos 

para se obter ensaios com alta sensibilidade e técnicas de fácil reprodutibilidade que não 

dependam do suprimento contínuo de parasitos para preparo antigênico (GARCIA et al., 

2005; RIBEIRO et al., 2010; SILVA, COSTA-CRUZ, 2010; MANHANI et al., 2011). O 

imunodiagnóstico é um procedimento de baixo custo, sendo uma boa alternativa para o 

diagnóstico da NC, auxiliando a neuroimagem. 

Entre os testes sorológicos mais utilizados para a detecção desta parasitose estão a 

Imunofluorescência indireta, enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) e Immunoblotting. 

Dentre todos os métodos imunológicos o teste ELISA tem sido o ensaio mais estudado no 

diagnóstico da NC por apresentar significativa sensibilidade e especificidade, ser fácil e de 

simples execução, com baixo custo. Recomenda-se empregar dois testes imunológicos, 

sendo um de elevada sensibilidade e outro bastante específico, para maior segurança na 

interpretação dos resultados (COSTA-CRUZ, 1995; VAZ; LIVRAMENTO, 1996). A reação de 



22 

 

Immunoblotting e o teste ELISA apresentam diferenças quanto à sensibilidade e 

especificidade, porém a importância dos dois testes é salientada, principalmente nos casos 

em que os métodos diagnósticos de neuroimagens não são acessíveis (PRABHAKARAN et al., 

2004). 

 O estudo de antígenos alternativos para o imunodiagnóstico da NC faz-se necessário 

para o conhecimento de casos isolados da doença em países não endêmicos e em regiões 

onde a coleta de metacestódeos de T. solium é difícil (FLEURY et al., 2003). Antígenos de 

metacestódeos de Taenia crassiceps substituem eficientemente os antígenos de parasitos 

suínos no imunodiagnóstico da NC (LARRALDE et al., 1989; VAZ et al., 1997). Barcelos et al. 

(2001) padronizaram o teste immunoblotting em 50 amostras de líquor utilizando extratos 

salino das formas metacestódeas de T. solium (homólogo) e T. crassiceps (heterólogo), 

foram reconhecidas quinze bandas de pesos moleculares aparentes, das quais onze já 

haviam sido descritas na literatura. 

 O extrato antigênico do líquido vesicular de T. crassiceps foi utilizado para detecção 

de IgG anti-metacestódeos de T. solium, no teste ELISA e Immunoblotting em amostras de 

soro e líquor. A sensibilidade e especificidade foram semelhantes ao antígeno homólogo, 

indicando que os cisticercos de T. crassiceps são fonte alternativa de antígenos no 

imunodiagnóstico da NC, por apresentar epítopos semelhantes ao antígeno homólogo 

(BUENO et al., 1998). 

Metacestódeos de T. saginata foram avaliados como antígeno alternativo no 

diagnóstico sorológico da NC humana. Foram utilizados os testes imunofluorescência 

indireta, ELISA e Immunoblotting que apresentaram sensibilidade de 85%, 95% e 95% e 75%, 

80% e 85% utilizando como antígeno, respectivamente, metacestódeos de T. solium e de T. 

saginata. A especificidade dos três testes utilizando antígeno de metacestódeos de T. solium 
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e de T. saginata foi de 95%, 89% e 94% e 96%, 89% e 94%, respectivamente. Não foi 

encontrada diferença estatisticamente significante entre os antígenos de metacestódeos das 

duas espécies, demonstrando que o metacestódeo de T. saginata pode ser utilizado como 

antígeno alternativo no diagnóstico da NC humana (OLIVEIRA et al., 2007). Metacestódeos 

de T. saginata podem ser mais facilmente obtidos em quantidades adequadas, devido aos 

hábitos alimentares de muitos países, incluindo o Brasil, que utilizam a carne bovina como 

principal fonte de proteínas. 

  Extratos antigênicos são misturas heterogêneas de proteínas, glicoproteínas e outros 

componentes, por isso a utilização de proteínas antigênicas purificadas por técnicas 

cromatográficas consistem uma importante ferramenta para que o diagnóstico da NC 

humana seja realizado, evitando a reatividade cruzada com outros parasitos. As principais 

vantagens dessas técnicas incluem produção rápida, fácil, de baixo custo e com alta 

eficiência. 

 O fracionamento com Triton X-114 (TX-114), selecionou a fração detergente obtida a 

partir de metacestódeos de T. solium e T. saginata. As frações detergentes foram sensíveis e 

específicas utilizando os testes ELISA e Immunoblotting (MACHADO et al., 2007; GONÇALVES 

et al., 2010). Com a técnica de fracionamento por cromatográfica de afinidade em coluna de 

concanavalina A e jacalina, as frações não ligante se mostraram específicas e sensíveis no 

diagnóstico da NC humana, a partir de metacestódeos de T. saginata. (NUNES et al., 2010; 

OLIVEIRA et al., 2010). A detecção de anticorpos IgG anti-metacestódeos de T. solium e de 

antígenos circulantes do parasito em amostras de soro e líquor são utilizados para o 

imunodiagnóstico da NC, no entanto mais estudos que identifiquem proteínas específicas 

são necessários, para que seja realizado o controle da NC (COSTA, 1986; SCIUTTO et al., 

2000; DORNY et al., 2003; DECKERS; DORNY, 2010; MICHELET et al., 2011).  
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

 Analisar diferentes frações antigênicas de metacestódeos de T. saginata no 

imunodiagnóstico da neurocisticercose humana. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Produzir extrato salino de metacestódeos de T. saginata; 

 

2. Isolar componentes antigênicos de metacestódeos de T. saginata por cromatografia de 

troca iônica em resinas em resinas Carboximetil-sepharose (CM) - trocadora catiônica e 

Dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - trocadora aniônica; 

 

3. Analisar o perfil eletroforético das frações antigênicas obtidas em géis de poliacrilamida 

unidimensional (1D); 

 

4. Detectar anticorpos IgG anti-metacestódeos de T. solium  em amostras de soro frente aos 

extratos antigênicos por ELISA; 

 

5. Realizar immunoblotting em amostras de soro frente aos extratos antigênicos obtidos 

para detecção de IgG anti-metacestódeos de T. solium, diferenciando NC ativa de NC inativa. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 3.1 Aspectos éticos 

  

 Este estudo foi realizado no Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses, Instituto de 

Ciências Biomédicas (ICBIM), Universidade Federal de Uberlândia (UFU), sob 

responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa Cruz, em colaboração com o Laboratório 

de Imunoquímica e Imunotecnologia, sob responsabilidade do Prof. Dr. Jair Pereira da Cunha 

Júnior. As amostras de soro estavam disponíveis e armazenadas no Banco de Amostras 

Biológicas, do Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses. A manutenção destes espécimes 

foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa/UFU (CEP/UFU) sob o protocolo nº 

041/2008.  

 As formas metacestódeos de T. saginata estavam disponíveis no Laboratório de 

Diagnóstico de Parasitoses. O presente projeto foi aprovado no (CEP/UFU) sob o protocolo 

nº 382/11. 

 

 3.2 Caracterizações dos grupos de estudo 

  

 Foram avaliadas 140 amostras de soro. Os indivíduos foram divididos em três grupos: 

 Grupo I - 45 pacientes com diagnóstico definitivo para neurocisticercose; Grupo II - 

50 pacientes com outras infecções parasitárias; Grupo III - 45 indivíduos saudáveis. 

 

 Grupo I - 45 amostras de soro de pacientes com diagnóstico definitivo para NC: (a) 

todos pacientes apresentavam pelo menos um tipo de manifestação clínica sugestiva de NC, 
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sem sinais de cisticercose em outros órgãos; (b) todos pacientes eram provenientes de área 

onde a cisticercose é endêmica; (c) todas amostras de soro e/ou líquor foram positivas no 

teste ELISA para detecção de anticorpos IgG anti- metacestódeos de T. solium; (d) todos 

pacientes apresentam evidência do parasito comprovado através de neuroimagem 

(tomografia computadorizada e/ou ressonância magnética), classificados de acordo com 

Sotelo et al. (1985): 25 pacientes com NC ativa (metacestódeos viáveis ou em degeneração) 

e 20 pacientes com NC inativa (metacestódeos calcificados). 

 Todos pacientes apresentavam diagnóstico definitivo para NC: 25 pacientes (55,5%) 

com um critério absoluto e 20 pacientes (44,5%) com dois critérios maiores mais um menor 

ou um critério epidemilógico, de acordo com Del Brutto (2012c). 

 

 Grupo II - 50 amostras de soro de pacientes com outras infecções parasitárias. 

Ancilostomatídeos (n=5), Ascaris lumbricoides (n=6), Enterobius vermicularis (n=5), Giardia 

lamblia (n=4), Hymenolepis nana (n=5), Schistosoma mansoni (n=4), Trichuris trichiura (n=4), 

Taenia sp. (n=6), Strongyloides stercoralis (n=7). Coinfecção: ancilostomatídeo + A. 

lumbricoides + T. trichiura (n=1), ancilostomatídeo + A. lumbricoides (n=1), Entamoeba 

histolytica + G. lamblia (n=1) e H. nana + E. vermicularis (n=1). Todas as amostras de soro 

foram provenientes de indivíduos submetidos a exames parasitológicos de fezes, realizados 

com três amostras de cada indivíduo, pelo método de Ritchie (1948). 

 

 Grupo III - 45 amostras de soro controle de indivíduos saudáveis, negativos para 

parasitos intestinais em exames parasitológicos de fezes, realizados com três amostras, 

pelos métodos de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e de Lutz (1919). 

Estes indivíduos não apresentavam manifestações clínicas sugestivas de outras infecções. 



27 

 

 3.3 Obtenção das formas metacestódeas de T. saginata 

 Os metacestódeos de T. saginata, provenientes da musculatura esquelética de 

bovinos naturalmente infectados, foram utilizados como fonte de antígeno para os testes 

imunológicos. Os parasitos foram separados por dissecação e lavados em solução salina 

(NaCl 0,15M) por quatro vezes, identificados e armazenados a -20ºC.     

 

 3.4 Preparação do extrato salino de metacestódeos de T. saginata 

  

  Foram utilizados 50 metacestódeos de T. saginata, de acordo com Costa (1986) com 

modificações. Os metacestódeos foram ressuspendidos em 5 mL de água destilada contendo 

inibidores de proteases (ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM/L, benzamidina 1 

mM/L, fluoreto de fenil metil sulfonil (PMSF) 1 mM/L, aprotinina 1 μg/mL e leupeptina 2 

μg/mL), em seguida a mistura foi submetida a homogeneizador de tecidos, a 4°C por cinco 

ciclos de 1 minuto cada, em banho de gelo, e posterior tratamento com ultra-som a 40 KHz 

por quatro ciclo de 30 segundos cada em banho de gelo. Após isotonização com 5 mL de 

solução de NaCl (0,3 M), foram empregados mais três ciclos de ultra-som. Em seguida, a 

mistura foi incubada a 4°C por duas horas sob agitação lenta e posteriormente centrifugada 

a 12400 x g por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante obtido constituiu o extrato salino total. A 

dosagem proteica foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando como padrão 

de referência a soroalbumina bovina. 
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 3.5 Cromatografia de troca iônica do extrato salino de metacestódeos de T. saginata 

 

  O fracionamento do extrato salino de metacestódeos de T. saginata foi realizado por 

cromatografia de troca iônica (Figura 1). Foram utilizadas as seguintes resinas: Carboximetil-

sepharose (CM) - trocadora catiônica e Dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - trocadora 

aniônica (GE Healthsciences, EUA). O fracionamento foi realizado em microvolume em tubo 

de eppendorf. Resinas CM e DEAE foram equilibradas com 500 μl de tampão fosfato-salino 

(PBS). Foi aplicado 200 μl do extrato salino de metacestódeos de T. saginata, submetido à 

agitação horizontal por 20 minutos a 4°C. Os sobrenadantes constituíram a 1a fração (CMS1 

e DEAES1 - que não interagiu com a resina). Logo em seguida, as resinas foram lavadas 3 

vezes com PBS pH 7,2 e eluídas com PBS pH 7,2 acrescido de cloreto de sódio (NaCl) 0,5M. 

Posteriormente foram submetidas à agitação horizontal por 20 minutos a 4°C e 

centrifugadas por 2 minutos em 2000 rpm. Os sobrenadantes constituíram a 2a fração (CMS2 

e DEAES2 - que interagiu com a resina). Depois as resinas foram recuperadas com 3-5 ciclos 

de lavagem em tampão básico (carbonato-bicarbonato pH 9,6 – diluído 10 vezes em água 

destilada) seguido de tampão ácido (acetato de sódio pH 4,5). As resinas foram estocadas 

em etanol 20% e armazenadas a 4°C. Foi realizada a dosagem proteica das frações 

resultantes pelo método de Lowry et al., (1951).  
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Figura 1. Fracionamento do extrato salino de metacestódeos de Taenia saginata (ES) por 

cromatografia de troca iônica em resinas Carboximetil-sepharose (CM) - trocadora catiônica 

e Dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - trocadora aniônica, para obtenção das frações 

antigênicas: CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2. 
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 3.6 Análise do perfil eletroforético das frações antigênicas 

 

   3.6.1 Gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) 

 

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE) 12% foi realizada para analisar o perfil proteico do extrato salino de metacestódeos 

de T. saginata e das frações antigênicas (CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2,). As amostras e o 

padrão de peso molecular foram submetidos à SDS-PAGE, em condições desnaturantes e 

não redutoras, de acordo com Laemmli (1970). 

O gel foi preparado em suporte do sistema completo de cuba eletroforética vertical 

(Hoefer S300). Antes da aplicação no gel, o extrato salino de metacestódeos de T. saginata e 

as frações foram diluídos em tampão de amostra 10x, e então submetidos a aquecimento 

por três minutos em banho-maria. As placas foram acopladas nas cubas contendo tampão 

de corrida tris-glicina. A migração dos polipeptídeos foi realizada em corrente de 20 mA e 

voltagem de 300V por aproximadamente uma hora.  Padrão de peso molecular foi utilizado 

para o cálculo dos pesos moleculares relativos das bandas proteicas presentes nas amostras.  

   A coloração do gel foi feita com nitrato de prata pelo método de Friedman (1982). O 

gel foi digitalizado em scanner para documentação. Os pesos moleculares das bandas foram 

estimados por regressão linear, de acordo com o padrão de peso molecular referência, a 

partir do cálculo da mobilidade relativa, utilizando o programa computacional Kodak 1D 

Image Analysis (Eastman Kodak Co., EUA).  
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3.7 Testes sorológicos 

 

 3.7.1 ELISA para detecção de anticorpos IgG anti-metacestódeos de T. solium 

   

  As amostras foram avaliadas pelo teste ELISA para detecção de anticorpos IgG 

circulantes. Ensaios preliminares foram realizados para determinar condições ótimas para a 

reação ELISA através das diluições dos antígenos, do conjugado e das amostras de soro. 

Placas de microtitulação de poliestireno de baixa afinidade (Interlab, São Paulo, Brasil) foram 

utilizadas como suporte para a adsorção do extrato salino de metacestódeos de T. saginata 

e das frações (CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2,) em concentração de 5 µg/mL a um volume 

final de 50 µL/poço em tampão carbonato-bicarbonato 0,06 M, pH 9,6 e incubadas por 18 

horas a 4 oC. Em seguida as placas foram lavadas três vezes, de cinco minutos cada, com PBS 

acrescido de Tween 20 (PBS-T) a 0,05%. As amostras de soro testadas na diluição 1/200 em 

PBS-T acrescido de 3% de leite desnatado (PBS-TM), foram acondicionadas (50 mL/poço) e 

incubadas por 45 minutos a 37 oC. Após novas lavagens com PBS-T, em três ciclos de cinco 

minutos, foi adicionado o conjugado IgG de cabra anti-IgG humana-peroxidase (Sigma 

Chemical Co, USA) na diluição 1/2000 (50 mL/poço). A reação foi incubada por 45 minutos a 

37 oC. Após novos processos de lavagem a reação foi revelada pela adição de 50 µL/poço do 

substrato H2O2 diluído em solução cromógena de ortofenilenodiamina (OPD), preparado no 

momento de uso (0,005g de OPD + 12,5mL de tampão citrato fosfato pH 5,0 + 5µL de H2O2 

30%). Após 15 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reação foi 

interrompida, com a adição de 25µL de solução 2 N de H2SO4. Os valores de absorbância 

foram determinados em filtro de 492 nm em leitor ELISA (TITERTEK MULTISKAM PLUS, Flow 

Laboratories McLean, Vagua).  
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Para obtenção com precisão do ponto ótimo (cut-off), foi utilizado à análise pela 

curva two-graph receiver operating characteristic (TG-ROC) (GREINER; SOHR; GÖBEL, 1995). 

Os resultados da reatividade dos soros foram expressos em índice de ELISA (IE) – valores de 

absorbância dividido pelo cut-off para cada extrato antigênico. As amostras com IE >1 foram 

consideradas positivas.  

 

 3.7.2 Immunoblotting para detecção de anticorpos IgG anti-metacestódeos de T. solium 

 

  Os componentes proteicos do extrato salino de metacestódeos de T. sagianta e das 

frações antigênicas obtidas foram submetidos à eletroforese em géis de poliacrilamida 1D e a 

seguir transferidos do gel para membranas de nitrocelulose, de acordo com  técnica de 

Towbin, Staehelin e Gordon (1979).  

Foi utilizado o sistema de eletrotransferência Semi-Seco (Bio-Rad, Hercules, California, 

USA) para acondicionar um sandwich com papel de filtro, membrana de nitrocelulose (0,20 

μm, Bio-Rad) e gel. O sandwich foi umedecido em tampão de transferência (TRIS 25mM, 

glicina 192nM e metanol a 20%) e colocado na cuba de transferência (200 mA, 30 minutos). 

Ao término da transferência a membrana de nitrocelulose foi corada com solução de 

Ponceau S a 0,5% em ácido acético a 1%, para confirmar as bandas eletrotransferidas. As 

membranas foram colocadas em cubas para immunoblotting e bloqueadas com PBS-T 

acrescido de 5% de leite desnatado (PBS-TM) por duas horas, a TA; depois foram lavadas com 

PBS-TM a 1%. As amostras de soro foram utilizadas na diluição 1/50 em PBS-TM a 1% para 

um volume final de 500 μL/poço e as membranas foram então incubadas por 18 horas a 4°C 

sob agitação horizontal lenta. Após as 18 horas as membranas foram submetidas a seis ciclos 

de lavagens durante cinco minutos cada, com PBS-T 1%, posteriormente adicionados 500μL 
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do conjugado IgG de cabra anti-IgG humana-peroxidase na diluição 1/1500, em PBS-TM a 

1%. Após duas horas sob agitação lenta a TA, as tiras foram submetidas a seis ciclos de 

lavagens com PBS. O teste foi revelado com Fast-DAB (Sigma-Aldrich, EUA) 3,3 

diaminobenzidina (DAB) em PBS e H2O2 a 30%. Após a visualização das bandas antigênicas a 

reação foi interrompida por lavagens sucessivas com água destilada.  

O peso molecular de cada fração antigênica foi calculado de acordo com o padrão de 

peso molecular referência, a partir do cálculo da mobilidade relativa, utilizando o programa 

computacional Kodak 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co., EUA).  

 

3.8 Análise estatística 

 

Para análise estatística foi utilizado o programa computacional GraphPad Prism 

versão 5.0 (GraphPad Software, Inc.). As variáveis foram analisadas com os testes 

específicos, paramétricos ou não-paramétricos, segundo a distribuição dos dados. As 

diferenças estatisticamente significantes foram consideradas quando p <0,05. Sensibilidade 

(Se) e especificidade (Es) foram calculados de acordo com Youden (1950), utilizando as 

seguintes fórmulas: Se (%) = [a / (a + c)] x 100 e Es (%) = [d / (b + d)] x 100, onde: (a): 

verdadeiro positivo, (d): verdadeiro negativo, (b): falso positivo e (c): falso negativo. 

Foram construídas curvas receiver operating characteristic (ROC) para descrever 

índices de eficácia diagnóstica (MARTINEZ; LOUZADA-NETO; PEREIRA, 2003). Área sob a 

curva ou area under curve (AUC), foi calculada, onde: valores próximos a 1 indicam um teste 

informativo e valores próximos a 0,5 indicam um teste sem informação diagnóstica (HANLEY; 

MCNEIL 1982). Foi realizada a comparação entre os extratos antigênicos utilizando o método 

descrito por Hanley e McNeil (1983), considerando p < 0,05. Razão de verossimilhança ou 
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likelihood ratio (LR), um eficiente parâmetro de diagnóstico, que indica o desempenho do 

teste, foi calculado. LR+ = Se/(1−Es): indica a probabilidade de pacientes com NC ter um 

teste positivo comparado com pacientes negativos e LR− = (1−Se)/Es: indica a probabilidade  

de pacientes com NC ter um teste negativo comparado com pacientes negativos.  

A correlação entre os extratos antigênicos foi determinada, pelo coeficiente de 

correlação de postos de Spearman (rs), que indica a relação linear entre duas variáveis. O 

coeficiente de correlação varia entre 0 e 1, valores próximos a 0 indicam que não há relação 

linear e valores próximos a 1 indicam que há relação linear entre os extratos antigênicos.  

 

  3.9 Normas de biossegurança 

 

Os procedimentos de colheita e manuseio dos materiais biológicos e reagentes, como 

também a utilização dos equipamentos, foram cumpridos de acordo com as normas de 

biossegurança descrita por Chaves-Borges e Mineo (1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 

 

4. RESULTADOS 

  

 4.1 Frações antigênicas de metacestódeos de T. saginata obtidas por cromatografia de 

troca iônica  

 

  Cromatografia de troca iônica utilizando duas resinas: Dietilaminoetil-sepharose 

(DEAE) (trocadora aniônica) e Carboximetil-sepharose (CM) (trocadora catiônica), foi 

realizada para fracionar o extrato salino de metacestódeos de T. saginata. Quatro frações 

distintas foram obtidas: CMS1 (não interagiu com a resina), CMS2 (interagiu com a resina, 

apresentando resíduos catiônicos), DEAES1 (não interagiu com a resina) e DEAE S2 (interagiu 

com a resina, apresentando resíduos aniônicos).  

 Cada fração apresentou um volume final de 200 µl. O extrato salino de 

metacestódeos de T. saginata apresentava uma concentração proteica de 10.500 µg/mL. As 

frações antigênicas resultantes apresentaram as seguintes concentrações proteicas: CMS1: 

4.340 μg/mL, CMS2: 870 μg/mL, DEAES1: 8.930 μg/mL e DEAES2: 1.884 μg/mL. 
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    4.2 Análise do perfil eletroforético das frações antigênicas em SDS-PAGE 12% 

 

  Foram analisados os perfis eletroforéticos do extrato salino de metacestódeos de T. 

saginata (ES) e suas frações antigênicas: CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2, depois de 

submetidos à SDS-PAGE 12% e corados por nitrato de prata (Figura 2). Os ES mostrou 

componentes proteicos, com massas moleculares variando entre <15 a 140 kDa. As frações 

CMS1 e CMS2; DEAES1 e DEAES2 tiveram um perfil eletroforético complementar. Nas 

frações CMS1 e DEAES1 foram observadas bandas com massas moleculares variando de 24 a 

140 kDa, com intensidade de marcação diferenciada. A fração CMS2 apresentou uma porção 

enriquecida variando de 52 a 140 kDa. Todas as frações apresentaram um pico característico 

de bandas com massas moleculares de 64-68 kDa, na fração DEAES2 estas bandas 

apresentaram marcação com maior intensidade. 
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Figura 2. Perfil eletroforético do extrato salino de metacestódeos de Taenia saginata (ES), e 

das frações antigênicas obtidas por cromatografia de troca iônica (CMS1, CMS1, DEAES1 e 

DEAES2), em SDS-PAGE a 12%, corado por nitrato de prata. PM - padrão de peso molecular 

(kDa). 
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 4.3 Detecção de anticorpos IgG anti-metacestódeos de T. solium por ELISA utilizando ES, 

CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2 

  

  Todas as amostras foram avaliadas pelo ELISA utilizando o extrato salino de 

metacestódeos de T. saginata (ES) e suas frações antigênicas: CMS1, CMS2, DEAES1 e 

DEAES2, obtidas por fracionamento em resina de troca iônica (Figura 3). No Grupo 1, com 

NC, 88% (40/45) das amostras foram positivas para o ES, 86% (39/45) para CMS1, 88% 

(40/45) para CMS2 e 84% (38/45) para DEAES1. Quando o Grupo 1 foi testado com a fração 

DEAES2 a positividade foi alta: 93% (42/45). No Grupo 2, com outras infecções parasitárias, 

20% (10/50) das amostras de soro foram positivas para o ES e 16% (8/50) para CMS1, 10% 

(5/50) para DEAES1 e DEAES2. A fração CMS2 apresentou baixa reatividade cruzada: 6% 

(8/50). No Grupo 3, com indivíduos saúdaveis, a positividade foi baixa para os extratos 

antigênicos: 4% (2/45) para ES, CMS1, DEAES1, DEAES2 e 6% (3/45) para CMS2.  

  A reatividade cruzada apresentada no Grupo 2 (IR>1) foi observada quando testadas 

amostras de soro de pacientes infectados com: ancilostomídeos (1/5 ES, CMS1, CMS2, DEAE 

S1 e DEAES2), S. mansoni (2/4 ES, CMS1 e 1/4 DEAES1, DEAES2), S. stercoralis (2/7 ES e 1/7 

CMS1), A. lumbricoides (1/6 ES, CMS2 e DEAES1) e Taenia sp. (1/6 ES, CMS1, DEAES1 e 

DEAES2). E em indivíduos com coinfeção: ancilostomídeo + A. lumbricoides + T. trichiura (1/1 

ES, CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2), E.  histolytica +  G. lamblia (1/1 ES e CMS1) e H. nana + 

E. vermicularis (1/1 ES, CMS1 e DEAES2). 

  A curva ROC e a seleção de um ponto ótimo (cut-off) pela TG-ROC para cada extrato 

antigênico, estabeleceram os melhores parâmetros de sensibilidade e especificidade (Figura 

4). Os resultados de sensibilidade e especificidade foram: 88,8% e 87,3% para ES, 86,6% e 

89,4% para CMS1 e 84,4% e 92,6% para DEAES1, respectivamente. As frações CMS2 e 
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DEAES2 apresentaram a melhor performance diagnóstica com os seguintes valores de 

sensibilidade e especificidade, respectivamente: CMS2 (88,8% e 93,7%) e DEAES2 ( 93,4% e 

92,6%). 

  Analisando o desempenho do teste, indicando pela área sob a curva (AUC), pelas 

curvas ROCs (Figura 4), a fração DEAES2 mostrou-se satisfatoriamente eficiente na detecção 

de anticorpos IgG de pacientes com NC (AUC: 0,987), diferenciando de pacientes com outras 

infecções parasitárias e indivíduos saudáveis. As outras frações apresentaram eficiência 

moderada, com valores de AUC: 0,953 para CMS1; 0,965 para CMS2 e 0,968 para DEAES1. O 

cálculo das likelihood ratio (LR), permite evidenciar a eficiência dos testes de diagnóstico. As 

frações CMS2 e DEAES2 indicaram ótimo desempenho diagnóstico: LR+: 14,07 e 12,67, 

respectivamente. De acordo com os valores das LRs-, a fração DEAES2 apresentou alta 

eficiência de eliminar que indivíduos positivos tenham um teste negativo: LR-: 0,07. 

  Comparando as curvas ROCs, pelo painel determinado por Hanley e McNeil (1983) 

(Figura 5), houve diferença estatística quando a comparação foi feita entre as frações 

(p<0,05). Quando se comparou as frações com ES a fração DEAES2 foi significativamente 

melhor, no entanto mesmo não havendo diferença estatística entre ES e CMS2, esta fração 

apresentou bons parâmetros de diagnóstico.  Correlações entre os níveis de IgG detectados 

pelas frações antigênicas foram realizadas no Grupo 1 (Figura 6). Pacientes com NC 

obtiveram uma correlação positiva entre ES e as frações analisadas: CMS1, CMS2, DEAES1 e 

DEAES2, de acordo com o coeficiente não paramétrico de Spearman (rs) (p<0,0001). DEAES2 

apresentou 89% de pacientes duplo positivos e 6,6% duplo negativos, enquanto CMS2 

apresentou 86,7% de pacientes duplo positivos e 8,9% duplo negativos, quando 

correlacionadas com ES. 



40 

 

0.1

1

10

 ES                         CMS1                       CMS2                            DEAES1                        DEAES2

G1

G2

G3

Positividade (%)    88      20       4           86      16       4            88      6        6             84      10        4          93     10       4

Ig
G

 a
n

ti
-m

e
ta

ce
st

ó
d

e
o

s 
d

e
T.

 s
o

liu
m

 

Figura 3. ELISA para detecção de anticorpos IgG anti-mestacestódeos de Taenia solium em 

amostras de soro de pacientes com NC (G1; n=45), outras infecções parasitárias (G2; n=50) e 

indivíduos saudáveis (G3; n=45), utilizando extrato salino de metacestódeos de Taenia 

saginata (ES) e as frações antigênicas obtidas por cromatografia de troca iônica (CMS1, 

CMS2, DEAES1 e DEAES2). Linha pontilhada indica o cut-off (Índice ELISA >1). 
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Figura 4. Curva ROC indicando o ponto ótimo da reação (cut-off), sensibilidade (Se), 

especificidade (Es), área sob a curva (area under curve; AUC) e razão de verossimilhança 

(likelihood ratio; LR) para detecção de anticorpos IgG anti-mestacestódeos de Taenia solium 

em amostras de soro utilizando o extrato salino de metacestódeos de Taenia saginata (ES) e 

as frações antigênicas obtidas por cromatografia de troca iônica (CMS1, CMS2, DEAES1 e 

DEAES2). 
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Figura 5. Comparação das curvas ROC, utilizando o método de Hanley e McNeil (1983). 

Extrato salino de metacestódeos de Taenia saginata (ES), frações antigênicas obtidas por 

cromatografia de troca iônica: (CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2) e área sob a curva (area 

under curve; AUC). 
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Figura 6. Correlação entre níveis de IgG anti-metacestódeos de Taenia solium para o extrato 

salino de metacestódeos de Taenia saginata (ES) e as frações antigênicas obtidas por 

cromatografia de troca iônica (CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2), nos pacientes com NC (G1; 

n=45). Linha pontilhada indica o cut-off (Índice ELISA >1). Coeficiente de correlação de 

Spearman (rs). Resultados positivo e negativo são indicados nos quadrantes 

correspondentes. 
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 4.4 Immunoblotting para detecção de anticorpos IgG anti-metacestódeos de T. solium 

utilizando ES, CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2 

 

  O teste Immunoblotting foi realizado com todas as amostras de soro reativas no teste 

ELISA para ES e as frações antigênicas obtidas, para certificar a reatividade cruzada com o 

Grupo 2, todas amostras de soro foram testadas com as frações de interesse CMS2 e 

DEAES2. No Grupo 1, houve reconhecimento das proteínas imunodominantes com massa 

molecular (12-14, 24, 39-42, 47-52, 64-68, 70, 75, 80, 86, 100 e >140 kDa) para ES. Proteínas 

de alto peso molecular (≥80 kDa) foram eliminadas do diagnóstico de acordo com Barcelos 

et al. (2007). Pacientes com NC ativa manifestaram alta frequência de proteínas com peso 

molecular de 39-42, 47-52 e 64-68 kDa quando utilizado a fração DEAES2 (Figura 7A). 

Pacientes com NC inativa manifestaram bandas de alto peso molecular quando utilizado o ES 

e as quatro frações antigênicas (Figura 7B). No Grupo 2 houve reconhecimento de bandas 

≥80 kDa, quando utilizado ES, CMS1, DEAES1 e DEAES2. Não houve reconhecimento de 

bandas em amostras de soro de pacientes do Grupo 3 (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

 

Figura 7. Immunoblotting para detecção de anticorpos IgG anti-mestacestódeos de Taenia 

solium em amostras de soro de pacientes com NC ativa (A) e NC inativa (B), utilizando o 

extrato salino de metacestódeos de Taenia saginata (ES) e as frações antigênicas obtidas por 

cromatografia de troca iônica (CMS1, CMS2, DEAES1 e DEAES2). PM - padrão de peso 

molecular (kDa). 
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Figura 8. Immunoblotting para detecção de anticorpos IgG anti-mestacestódeos de Taenia 

solium em amostras de soro de pacientes com outras infecção parasitárias (G2) e indivíduos 

saudáveis (G3), utilizando o extrato salino de metacestódeos de Taenia saginata (ES) e as 

frações antigênicas obtidas por cromatografia de troca iônica (CMS1, CMS2, DEAES1 e 

DEAES2). Linhas 1, 2, 3, 4 e 5: pacientes com outras infecções parasitárias (Taenia sp., 

Hymenolepis nana, ancilostomídeo, Ascaris lumbricoides e Schistosoma mansoni). Linha 6: 

indivíduo saudável. PM - padrão de peso molecular (kDa). 
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5. DISCUSSÃO  

 

 O diagnóstico da NC baseia-se principalmente na neuroimagem, que nem sempre é 

acessível na maioria das áreas afetadas (GUINTO; GUINTO, 2013). O principal fator limitante 

com relação aos testes imunológicos trata-se da dificuldade de obtenção de metacestódeos 

de T. solium, principalmente em áreas não endêmicas (ISHIDA et al., 2003). De acordo com 

estudos realizado por Oliveira et al., (2009), o extrato salino de  metacestódeos de T. 

saginata pode ser utilizado como antígeno alternativo para o imunodiagnóstico da NC.  

 Antígenos heterólogos no diagnóstico da NC humana, tanto em amostras de soro 

quanto de líquor, tem sido descrita com antígeno de T. crassiceps (LARRALDE et al., 1989; 

BARCELOS et al., 2001), no entanto a facilidade de obter metacestódeos de T. saginata em 

regiões não endêmicas, facilita a produção do antígeno heterólogo de metacestódeos de T. 

saginata (SAKO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007, 2009). 

 Um fator limitante no imunodiagnóstico da NC é a reatividade cruzada quando se 

utiliza extratos antigênicos totais. Sabe-se que os extratos antigênicos totais são constituídos 

por diversos compostos proteicos comuns entre vários parasitos. Desta forma, o 

fracionamento do extrato salino de metacestódeos de T. saginata possibilita uma elevada 

eficiência diagnóstica, visto que limita as ligações inespecíficas com outros parasitos. 

 As altas sensibilidades e especificidades obtidas em testes imunológicos utilizando 

frações antigênicas purificadas são fatores determinantes para obter reações 

verdadeiramente positivas e que minimizem a reatividade cruzada com outros parasitos 

(GONÇALVES et al., 2010, NUNES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2010; 

GONZAGA et al., 2013). 
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 Técnicas de fracionamento de extratos totais incluem o uso de ensaios 

cromatográficos. O fracionamento por cromatografia de troca iônica basea-se na separação 

de proteínas pela carga molecular, proteínas são ligadas às resinas por interações 

eletrostáticas. Essa técnica utiliza as resinas: Carboximetil-sepharose (CM) - trocadora 

catiônica e Dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - trocadora aniônica. O presente estudo foi o 

primeiro a utilizar a cromatografia de troca iônica para obtenção de frações antigênicas de 

metacestódeos de T. saginata potencialmente aplicáveis no imunodiagnóstico da NC. Essa 

técnica de fracionamento é uma ferramenta viável visto que é de baixo custo e fácil 

execução.  

 A caracterização parcial das frações antigênicas obtidas por cromatografia de troca 

iônica por eletroforese unidimensional revelou um perfil de componentes complementares 

ao extrato salino de metacestódeos de T. saginata. Foi observado bandas características de 

64-68 kDa, importantes marcadores no diagnóstico da NC (OLIVEIRA et al., 2007). Houve 

uma região enriquecida de bandas especificas para o diagnóstico da NC (39-42, 47-52 e 64-

68 kDa), quando utilizado a fração DEAES2, destacando sua alta sensibilidade nos testes 

imunológicos empregados. 

 A análise da curva TG-ROC para o teste ELISA possibilitou a obtenção de um ponto 

ótimo de corte para cada fração antigênica estudada, então um perfil diferencial na 

detecção de anticorpos IgG contra cada fração antigênica foi observado. Parâmetros 

diagnósticos foram observados, demonstrando que a frações CMS2 e DEAES2 apresentaram 

melhor performance diagnóstica: sensibilidade (88,8% e 93,7%), especificidade (93,4% e 

92,6%), respectivamente.  

 De acordo com Jaeschke et al., (1994), valores de LR maiores de 10, confirmam o 

diagnóstico da doença, e valores abaixo de 0,1 excluem o diagnóstico da doença. A fração 
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DEAES2 apresentou ótimos valores: LR+: 12,67 e LR-: 0,07. Em paralelo a fração CMS2 

apresentou valor excepcional da LR+: 14,07, destacando sua importância do diagnóstico da 

NC. A correlação encontrada nos pacientes com NC entre ES e DEAES2 para detecção de 

anticorpos IgG indicaram que esta fração contém antígenos envolvidos na resposta imune da 

NC, pois 89% dos pacientes com NC reagiram aos dois antígenos e 6,6% dos pacientes do 

Grupo 1, foram negativos aos dois antígenos. No entanto a fração antigênica CMS2, 

apresenta proteínas imunodominantes reconhecidas por pacientes com NC, uma vez que 

86,7% dos pacientes apresentaram positividade, quando correlacionado ES e CMS2. 

 Utilizando frações antigênicas de metacestódeos de T. saginata, Oliveira et al., (2007) 

encontraram proteínas com peso molecular de 39-42 e 64-68 kDa, quando testadas com 

pacientes com NC ativa. Barcelos et al., (2007) identificaram os marcadores antigênicos: 47-

52, 64-68 e 70, usando amostras de soro e/ou líquor de pacientes com NC ativa. A fração 

antigênica obtida por cromatografia de troca iônica de metacestódeos de Taenia hydatigena 

foi avaliada para o diagnóstico da cisticercose ovina, revelando a presença de proteínas de 

68 kDa (PANDA; GHOSH; VARMA, 2000).  

 A fração DEAES2 apresentou alta frequência das proteínas: 39-42, 47-52 e 64-68 kDa, 

em pacientes com NC ativa, sugerindo que a fração DEAES2 é relevante no imunodiagnóstico 

da NC. No presente estudo amostras de soro de pacientes com NC inativa reconheceram 

bandas de 75 kDa, quando usado o extrato salino de metacestódeos de T. saginata e as 

frações CMS2 e DEAES2, sugerindo um possível marcador antigênico para o diagnóstico da 

NC inativa. 

 Reatividade cruzada com bandas (≥ 80 kDa) foi encontrada utilizando antígeno 

heterólogo de metacestódeos de T. saginata e/ou antígeno homólogo de metacestódeos de 

T. solium (BARCELOS et al., 2007). Esses dados evidenciam a menor especificidade da fração 
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DEAES2, comparada com a fração CMS2 uma vez que houve reatividade cruzada com 

componentes de alto peso molecular no Grupo 2, quando utilizado a fração DEAES2.  

 Resultados falso-positivos foram gerados com os seguintes parasitos: Taenia sp., H. 

nana, ancilostomídeos, A. lumbricoides e S. mansoni, em estudos anteriores esses parasitos 

foram os principais responsáveis pela reatividade cruzada na sorologia da NC, juntamente 

com Echinococcus granulosus, que não foi testado no presente estudo devido a falta de 

amostras de soro, já que a região não é endêmica para esta parasitose. Em contraste a 

fração CMS2 não apresentou reatividade cruzada com componentes do Grupo 2 sendo 

altamente específica, salientando sua importância no diagnóstico da NC. No Grupo 3 não 

houve reconhecimento de bandas, destacando a alta especificidade das frações CMS2 e 

DEAES2. 

 Para obter frações antigênicas mais purificadas e com elevado potencial no 

diagnóstico da NC, técnicas de fracionamento sequenciais, como a cromatografia de gel 

filtração em conjunto com a cromatografia de troca iônica, poderão ser utilizadas para 

fracionar o extrato salino de metacestódeos de T. saginata. Esse arranjo em série foi 

empregado para purificações de componentes metabólicos de outras espécies de parasitos 

(McGONIGLE; DALTON, 1995; AMLABU; NOK; SALLAU, 2009). Entretanto, foi pouco utilizado 

para purificações antigênicas com propósitos diagnósticos (REVILLA-NUÍN et al., 2005). Assim 

componentes de alto peso molecular serão excluídos, aumentando a especificidade das 

reações ELISA e immunoblotting, no diagnóstico da NC. 

 As vantagens do presente estudo se devem ao uso de frações antigênicas obtidas por 

cromatografia de troca iônica a partir do antígeno heterólogo de metacestódeos de T. 

saginata. As frações CMS2 e DEAES2 foram usadas pela primeira vez nos testes ELISA e 

immunoblotting, mostrando altos parâmetros diagnósticos e sugerindo a busca de 



51 

 

polipeptídios imunodominantes no diagnóstico da NC. Com o avanço da proteômica as 

frações CMS2 e DEAES2 poderão ser identificadas com discriminação de componentes 

sensíveis ou inespecíficos e ferramentas diagnósticas, vacinas ou terapêuticas poderão ser 

desenvolvidas.  
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6. CONCLUSÃO 

 

 As frações antigênicas CMS2 e DEAES2 obtidas a partir do fracionamento do extrato 

salino de metacestódeos de T. saginata por cromatografia de troca iônica, em resinas 

Carboximetil-sepharose (CM) - trocadora catiônica e Dietilaminoetil-sepharose (DEAE) - 

trocadora aniônica são fonte de antígenos específicos para imunodiagnóstico da NC 

humana. Foi possível distinguir pacientes com NC ativa de NC inativa pelo immunoblotting 

revelando o reconhecimento específico das bandas 39-42; 47-52; 64-68 kDa (NC ativa) e 75 

kDa (NC inativa). 
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