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RESUMO 

 

A neurocisticercose (NCC) é uma parasitose que acomete o sistema nervoso central (SNC) 

humano e é causada pela forma metacestódea de Taenia solium. NCC é uma doença 

pleomórfica devido as diferenças no número e localização das lesões e gravidade da reação 

imune do hospedeiro contra o parasito. Apesar dos avanços na neuroimagem e testes 

imunológicos, o diagnóstico da NCC ainda é um desafio devido às manifestações clínicas 

inespecíficas. A dificuldade de obtenção dos metacestódeos, a partir de suínos naturalmente 

infectados, tem estimulado a busca por antígenos heterólogos, como os de Taenia crassiceps, 

mantidos em modelo experimental. O estudo objetivou avaliar o extrato salino total de 

metacestódeos de T. crassiceps (ES) e suas frações antigênicas (detergente - FD e aquosa - FA) 

obtidas por hidrofobicidade através do uso de Triton X-114, aplicadas em um método 

imunológico alternativo para o diagnóstico da NCC humana ativa e inativa em amostras de 

líquido cefalorraquidiano (LCR), método simples e de baixo custo. O extrato salino total de 

metacestódeos de T. crassiceps e suas frações foram testados por ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) para detecção de imunoglobulinas G (IgG). FD e FA demonstraram altos 

índices de sensibilidade (Se) e especificidade (Es) no imunodiagnóstico da NCC ativa e inativa 

(100%) quando comparadas com o extrato salino total (Se = 100% e Es = 93%, ativa; Se= 95% 

e Es = 93%, inativa). Os resultados demonstraram que ambas as frações, FD e FA são 

importantes, eficientes e potencialmente aplicáveis no diagnóstico da NCC ativa e inativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chaves: Taenia crassiceps; triton X-114; diagnóstico; neurocisticercose; líquido 

cefalorraquidiano. 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Assessment of Taenia crassiceps antigenic fractions obtained by hydrophobicity in the 

immunodiagnosis of active and inactive forms of human neurocysticercosis in 

cerebrospinal fluid samples 

 

The neurocysticercosis (NCC) is parasitic disease that affects the human central nervous system 

(CNS) and is caused by metacestodes of Taenia solium. NCC is a pleomorphic disease due to 

differences in the number and location of the lesions and the severity of the immune reaction 

of the host against the parasite. Despite advances in neuroimaging and immunological tests, 

NCC diagnosis still is a challenge due to the nonspecific clinical manifestations. The difficulty 

of obtaining metacestodes of naturally infected pigs has stimulated the search for heterologous 

antigens, such as Taenia crassiceps, kept in experimental model. The study aimed to evaluate 

the total extract of metacestodes of Taenia crassiceps (SE) and its antigenic fractions (detergent 

- DF and aqueous - AF) obtained by hydrophobicity through the use of Triton X-114, applied 

in na alternative method for the immunological diagnosis of active and inactive human NCC in 

cerebrospinal fluid (CSF), a low cost and rapid technique. The total saline extract of 

metacestodes of T. crassiceps and their antigenic fractions were tested by ELISA (enzyme-

linked immunosorbent assay) for detection of immunoglobulin G (IgG). DF and AF showed 

high sensitivity (Se) and specificity (Sp) indexes in immunodiagnosis of active or inactive NCC 

(100% ) when compared with saline total extract (Se = 100% and Sp = 93%, active; Se = 95% 

and Sp = 93%, inactive). The results demonstrated that both fractions, DF and AF are important, 

efficient and potentially applicable in the diagnosis of active and inactive NCC.  

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Taenia crassiceps; triton X-114; diagnosis; neurocysticercosis; cerebrospinal fluid. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Classificação taxonômica e caracterização morfobiológica de Taenia solium 

  

A espécie T. solium (1758) pertence ao reino Animalia, ao filo Platyhelmintes, a classe 

Cestoda, ordem Cyclophyllidea, família Taeniidae e ao gênero Taenia. A classe Cestoda 

compreende parasitos hermafroditas, de tamanhos variados, cujo corpo é achatado 

dorsoventralmente e dividido em escólex ou cabeça, colo ou pescoço e estróbilo ou corpo. O 

parasito adulto das espécies do gênero Taenia apresenta o corpo leitoso, sendo T. solium de 

comprimento médio de 1,5 a 4 metros. O escólex de T. solium é globoso, apresenta quatro 

ventosas arredondadas e proeminentes que facilitam a fixação do parasito à mucosa do intestino 

delgado; possui rostro ou rostelo armado, com dupla fileira de acúleos (situado entre as 

ventosas) (25 a 50) (HOBERG et al., 2000; HOBERG, 2002; DA SILVA; TAKAYANAGUI 

in NEVES, 2011).  

O estróbilo de T. solium é constituído de numerosas proglotes, de 800 a 900 por parasito. 

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

(GARCIA et al., 2002; REY, 2008), e possuem individualidade reprodutiva e alimentar (DA 

SILVA; TAKAYANAGUI in NEVES, 2011). Cada proglote contêm aproximadamente 50.000 

ovos, sendo as últimas, grávidas, eliminadas juntamente com as fezes (FLISSER; 

RODRÍGUEZ-CANUL; WILLINGHAM III, 2006). 

Os ovos de tenídeos são esféricos, morfologicamente indistinguíveis, medem cerca de 

30 μm de diâmetro, permanecem viáveis por mais de oito meses sob condições ambientais 

adequadas (locais quentes e úmidos), aumentando assim a possibilidade de transmissão. 

Internamente, são constituídos pelo embrião hexacanto ou oncosfera e, externamente, por um 

envoltório denominado embrióforo (DA SILVA; TAKAYANAGUI in NEVES, 2011). 

 O embrião hexacanto desenvolve-se na forma metacestódea, que é constituída de uma 

vesícula translúcida com líquido claro, contendo no seu interior um escólex invaginado, sendo 

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

não. Durante a permanência nos tecidos, os metacestódeos passam por modificações 

anatômicas e fisiológicas, podendo ser encontrado no estágio vesicular, no qual a larva 

apresenta uma vesícula com líquido incolor e escólex normal; o estágio coloidal, com o líquido 

vesicular turvo e o escólex em degeneração; o estágio granular, em que ocorre espessamento 

da membrana e mineralização do escólex, que apresenta um aspecto granular; e finalmente o 

estágio granular calcificado, no qual a calcificação é completa (HAWK et al., 2005; FLISSER; 
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RODRÍGUEZ-CANUL; WILLINGHAM III, 2006; REY, 2008; DA SILVA; 

TAKAYANAGUI in NEVES, 2011).  

 

1.2 Ciclo biológico do complexo teníase-cisticercose 

 

O homem é o único hospedeiro definitivo, que alberga o parasito adulto, das espécies T. 

solium, T. saginata e T. asiática. Os hospedeiros intermediários, que abrigam as formas 

metacestódeas, são os suínos para T. solium e T. asiatica, e os bovinos para T. saginata. 

Acidentalmente, o homem também pode se comportar como hospedeiro intermediário de T. 

solium (PFUETZENREITER; ÁVILA-PIRES, 2000; REY, 2008; DA SILVA; 

TAKAYANAGUI in NEVES, 2011; GALÁN-PUCHADES; FUENTES, 2013).  

A teníase ocorre quando o hospedeiro humano ingere as carnes ou vísceras de suínos, 

ou carne bovina, cruas ou mal cozidas, infectadas, com formas metacestódeas viáveis de Taenia 

sp. (EOM; RIM, 1993; GALÁN-PUCHADES; FUENTES, 2013). Quando o metacestódeo 

ingerido sofre ação do suco gástrico, ele evagina-se e fixa-se, por meio do escólex, na mucosa 

do intestino delgado, onde desenvolve-se em parasito adulto. Cerca de três meses após a 

ingestão do metacestódeo, inicia-se a eliminação de ovos e proglotes grávidas (REY, 2008).  

A cisticercose humana ocorre pela ingestão acidental de ovos viáveis da T. solium que 

foram eliminados nas fezes de portadores de teníase, através de três mecanismos: pela 

autoinfecção externa, quando proglotes grávidas e ovos são eliminados e levados à boca pelas 

mãos contaminadas; pela autoinfecção interna, durante vômitos ou movimentos 

retroperistálticos do intestino, possibilitando presença de proglotes grávidas ou ovos de T. 

solium no estômago, que vão ser ativados e denvolver o ciclo auto-infectante; pela 

heteroinfecção, pela ingestão de alimentos ou água contaminados com os ovos da T. solium 

disseminados no ambiente através das dejeções de outro indivíduo portador e; por meios 

alternativos, como a coprofagia nos psicopatas (HOBERG, 2002; TAKAYANAGUI; LEITE, 

2001).  

Em relação ao seu habitat, T. solium, na fase adulta ou reprodutiva, vivem no intestino 

delgado humano; os metacestódeos de T. solium no ser humano alojam-se nos tecidos 

subcutâneos, músculos esqueléticos, coração, pulmões, ossos, cavidade oral, medula espinhal 

e no SNC (SOBNACH et al., 2009). O SNC constitui a localização mais importante, causando 

a NCC, forma mais grave (e frequente) da doença (COSTA-CRUZ, 1995; BRUNETTI; WHITE 

Jr, 2012). 
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1.3 Epidemiologia do complexo teníase-cisticercose 

 

O complexo teníase-cisticercose engloba duas doenças distintas: a teníase e a 

cisticercose, que apresentam sintomatologia e epidemiologia diferentes. As doenças são 

causadas pelo parasito Taenia solium (HOBERG, 2002) em fases diferentes de seu ciclo de 

vida. Alguns fatores, como a ausência de saneamento básico, a vigilância sanitária deficiente e 

falta de educação sanitária potencializam esse complexo. São zoonoses cosmopolitas de grande 

importância médica, veterinária e econômica, prevalente em países em vias de 

desenvolvimento, sobretudo em países da Ásia, África e América Latina (FLISSER et al., 2003; 

SARTI; RAJSHKHAR, 2003; KUMAR, 2004; MEDINA et al., 2005; MENDLOVIC et al., 

2014; RON-GARRIDO et al., 2015; TREVISAN et al., 2015; MARTINS-MELO et al., 2016; 

THOMAS et al., 2016), incluindo pacientes de todas as idades (DEL BRUTTO, 2014; SAHU 

et al., 2014).  

 De acordo com a estimativa Organização Mundial da Saúde (OMS), a NCC é uma 

doença tropical negligenciada e acomete aproximadamente 50 milhões de pessoas no mundo, 

ocorrendo cerca de 50.000 mortes por ano (BOUTEILLE, 2014; MEGUINS et al., 2015).  

 A cisticercose afeta indivíduos nos países em desenvolvimento (AYALA-SULCA; 

MIRANDA-ULLOA, 2015; RON-GARRIDO et al., 2015; TREVISAN et al., 2015; 

MARTINS-MELO et al., 2016; THOMAS et al., 2016) e em países desenvolvidos com 

considerada taxa de imigração a partir de áreas endêmicas (WHITE Jr, 2000; DEGIORGIO; 

PIETSCHESCUETA; TSANG, 2005; KRAFT, 2007, SIKASUNGE et al., 2007). Embora a 

forma larval do parasito possa se desenvolver em alguns órgãos no corpo, a forma metacestódea 

no cérebro ou medula espinhal (NCC) é a forma mais grave de infecção (MEWARA; GOYAL; 

SEHGAL, 2013).  

Em muitas comunidades endêmicas, a NCC é a causa de epilepsia em cerca de 1% da 

população. Nas últimas décadas, ganhou ainda mais importância à medida que ela se espalhou 

para áreas até então desconhecidas por não serem endêmicas, como os Estados Unidos da 

América (EUA) e Austrália (SCIUTTO et al., 2000; O’NEAL; FLECKER, 2015). Nessas áreas 

não endêmicas, como em alguns estados do oeste dos EUA, a prevalência de NCC é 0,2-0,6 por 

100.000 habitantes, e é diagnosticada em mais de 2% dos pacientes atendidos por causa de 

convulsões. Esta diversidade epidemiológica pode ser atribuída a intensificação no consumo de 

produtos animais, aumento da produção de carne no mundo e comércio de animais vivos, larga 

escala de migração intra e inter-países de trabalhadores (mão de obra) e turismo internacional. 

Enquanto isso, a prevalência da NCC nos países em desenvolvimento, tanto em áreas urbanas 
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quanto em rurais, está diminuindo. Fatores como aumento na cobertura do saneamento básico, 

amplo uso de medicamentos anti-helmínticos, e uma maior sensibilização da população em 

geral podem ter contribuído para essa queda no número de casos de NCC em países endêmicos 

(SCIUTTO et al., 2000). A prevalência mundial da NCC ainda requer ser conhecida, e 

iniciativas estão a caminho para determiná-la em países endêmicos tão bem como em nações 

desenvolvidas, como os Estados Unidos da América (MEWARA; GOYAL; SEHGAL, 2013; 

FOGANG et al., 2015; O’NEAL; FLECKER, 2015). 

No Brasil, a NCC é encontrada com elevada frequência nos Estados de São Paulo, Minas 

Gerais, Paraná e Goiás (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001). A maioria dos casos são relatados 

de forma restrita por centros especializados de neurologia e neurocirurgia, ou a partir da análise 

de materiais anátomo-patológicos, provenientes de hospitais psiquiátricos e comuns. No 

entanto a prevalência populacional não é conhecida devido à baixa notificação da doença 

(MARTINS-MELO et al., 2016). Segundo o estudo de SILVEIRA-LACERDA et al. (2002), 

tem-se demonstrado que a região do Triângulo Mineiro apresenta provável endemicidade de 

cisticercose, visto que constatou-se considerável soroprevalência da cisticercose em Araguari 

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

  

1.4 Resposta imune e relação parasito-hospedeiro na neurocisticercose 

 

A resposta imune contra a NCC humana pode variar desde uma baixa ou moderada 

resposta (assintomática) até uma resposta inflamatória grave (sintomática) (os parasitos viáveis 

causam pouca inflamação, na maioria das vezes, resultando nos casos assintomáticos de NCC). 

No entanto uma intensa resposta inflamatória ocorre no tecido do hospedeiro na maioria dos 

casos sintomáticos. Os efeitos patológicos, bem como a atividade epileptogênica causada pelo 

parasito, deve-se à resposta inflamatória (MOURA et al., 2015), que é provocada pela 

destruição do cisticerco com a liberação de grandes quantidades de citocinas (SOTELO; 

MARIN, 1987; GARCIA; RODRIGUEZ; FRIEDLAND, 2014). Participam desta resposta 

imune células plasmáticas, linfócitos, eosinófilos e macrófagos. Citocinas dos perfis Th1 e Th2 

são encontradas em tecidos que circundam o metacestódeo (RESTREPO et al., 2001).  

A tolerância imunológica, normalmente, ocorre quando um parasito viável é visto com 

pouca ou nenhuma resposta inflamatória (CARPIO; ESCOBAR; HOUSER, 1998). Uma 

resposta imune intensa está associada com cisto coloidal ou em degeneração (WHITE Jr et al., 

1997). Quando um parasito começa a involuir e morre, é desenvolvida uma resposta 
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inflamatória que tende para a formação de um verdadeiro granuloma, com gigantócitos (REY, 

2008).  

A resposta imunológica celular de pacientes com cisticercose ainda não está bem 

estabelecida, no entanto, aumentos de linfócitos T e B foram observados, assim como os níveis 

de eosinófilos no sangue e no LCR. Linfócitos Tγδ do perfil Th1 são uma das principais células 

responsáveis pela resposta inflamatória, com um papel no desenvolvimento da neuropatologia 

e na gravidade da NCC (CARDONA et al., 1999; RESTREPO et al., 2001; DA SILVA; 

TAKAYANAGUI in NEVES, 2011). 

Os antígenos de metacestódeos induzem aumento na produção das imunoglobulinas 

IgG, IgM, IgA e IgE no soro e no LCR de indivíduos com NCC. Na resposta humoral destacam-

se os anticorpos IgG, que são encontrados em níveis superiores às demais classes de 

imunoglobulinas em diferentes amostras biológicas, sendo detectados em amostras de soro e de 

LCR (COSTA et al., 1982; BUENO et al., 2000b; PARDINI et al., 2002). Há um aumento 

menos acentuado de IgE, IgM e de IgA (REY, 2008; DA SILVA; TAKAYANAGUI in 

NEVES, 2011) no soro de pacientes. Em um estudo desenvolvido por Odashima, Takayanagui 

e Figueiredo (2002) observou-se que há elevação de anticorpos específicos das classes IgG, 

IgM, IgE e IgA no LCR.  

Nos estádios tardios da doença, os linfócitos Tγδ do perfil Th1 podem levar a uma 

modificação do local de migração de macrófagos, induzindo a formação de macrófagos 

ativados alternativamente. Estes são considerados responsáveis pela imunorregulação da 

resposta inflamatória, pois apresentam atividade supressiva (TERRAZAS, 2008; FREITAS et 

al., 2012). Assim, a hipótese de que os parasitos mantêm um equilíbrio com a resposta imune 

do hospedeiro durante a fase inicial da infecção e perde o mesmo por interrupção da resposta 

imunitária de Th2 é sustentada por essas descobertas (MOURA et al., 2015). 

 

1.5 Aspectos clínicos da neurocisticercose 

 

Pacientes com NCC podem permanecer assintomáticos por meses a anos, apresentar a 

forma grave da doença e até mesmo evoluir para óbito, e comumente o diagnóstico é acidental 

quando a neuroimagem é realizada (SAHU et al., 2014; FOGANG et al., 2015). 

As manifestações da NCC dependem do número, tipo, tamanho, localização e estágio 

de desenvolvimento da forma metacestódea e da resposta imune do hospedeiro (PAL; CARPIO; 

SANDER, 2000; TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006; CARABIN et al., 2011; DEL 

BRUTTO; DEL BRUTTO, 2013; JOHN et al., 2015; DEL BRUTTO et al., 2016). Da 
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conjunção destes fatores resulta o quadro pleomórfico, com múltiplos sinais e sintomas 

neurológicos (TAKAYANAGUI, 1994a; TAKAYANAGUI, 1994b), não existindo o quadro 

patognomônico (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001).  

Os cisticercos distribuem-se no cérebro, na região do parênquima e/ou 

extraparenquimal, como nos espaços subaracnóide, ventrículos e na medula. Os pacientes 

podem apresentar diferentes estados e processos patológicos, sendo que um único paciente pode 

ter múltiplos cisticercos parenquimatosos, alguns viáveis com pouca inflamação, outros em 

vários estágios de degeneração com diferentes graus de inflamação, lesões calcificadas de cistos 

ventriculares e hidrocefalia (NASH; GARCIA, 2011). O parasito encistado apresenta três fases 

distintas de evolução: fase ativa, na qual o parasito está vivo; fase transicional, na qual o parasito 

começa a degenerar e é combatido pelo sistema imune do hospedeiro; e a fase inativa, na qual 

o parasito está morto mas apresenta um nódulo calcificado (KELVIN et al., 2011).  

A NCC é possivelmente a infecção mais heterogênea do sistema nervoso central, com 

uma ampla variedade de manifestações clínicas (KELVIN et al., 2011), porém, o sintoma mais 

comum é a convulsão. Relatos sugerem que convulsões são as manifestações mais frequentes 

nos casos de cistos localizados no parênquima cerebral (SCHARF, 1988; SHANDERA et al., 

1994; TREVISOL-BITTENCOURT; DA SILVA; FIGUEREDO, 1998; GARCIA, 2003; KIM 

et al., 1999; SANDMAN; BITTENCOURT, 2002; TAKAYANAGUI; ODASHIMA, 2006), 

em pacientes com cistos nas três fases de evolução (ativa, transicional e inativa) (WHITE Jr; 

ROBINSON; KUHN, 1997; CARPIO; ESCOBAR; HAUSER, 1998). Sinais neurológicos 

focais tem sido descritos em até 20% dos pacientes com NCC. Sinais do trato piramidal 

predominam, déficits sensoriais, distúrbios de linguagem, movimentos involuntários, rigidez 

parkinsoniana e sinais de disfunção do tronco cerebral podem ocorrer em alguns pacientes 

(DEL BRUTTO, 2012). Manifestações como crises epilépticas, síndrome de hipertensão 

intracraniana, meningite cisticercótica, distúrbios psíquicos e síndrome medular também podem 

suceder (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001; AGAPEJEV, 2003).  
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1.6 Diagnóstico da neurocisticercose 

 

Baseado em achados clínicos, o diagnóstico da NCC é difícil, pois seus sinais e sintomas 

não são específicos (MACHADO et al., 2013; SAKO et al., 2015). Assim, o mesmo é baseado 

também em achados epidemiológicos, laboratoriais e por técnicas de imagem (MACHADO et 

al., 2007; FOGANG et al., 2015; TSCHERPEL et al., 2015).  

É conclusivo se realizada demonstração do cisticerco por técnicas histopatológicas, em 

material de biópsia de uma lesão cerebral ou medular; visualização do escólex, por tomografia 

computadorizada (TC) ou ressonância magnética (RM); e exame de fundo de olho, em casos 

de cisticercose intraocular (DEL BRUTTO et al., 2001). Na impossibilidade de demonstração 

direta do parasito, a análise em conjunto de dados clínicos e epidemiológicos e testes 

laboratoriais constituem critérios complementares de diagnóstico da NCC na maioria dos casos 

(DEL BRUTTO et al., 1996; GARG, 2004; FOGANG et al., 2015).  

O método de escolha para o diagnóstico da NCC é a neuroimagem, pois determina a 

necessidade de um tratamento médico ou cirúrgico e avalia a eficácia das intervenções 

(FOGANG et al., 2015). TC e RM são exames de imagem considerados por alguns autores 

como padrão-ouro no diagnóstico da NCC, pois permitem a visualização do parasito e do 

processo reacional do hospedeiro (CARPIO; ESCOBAR; HAUSER, 1998; AMARAL et al., 

2003; MARTINS-MELO et al., 2016). A TC apresenta maior sensibilidade na detecção de 

metacestódeos calcificado. Já a RM, por possuir maior poder de resolução, pode evidenciar o 

escólex e os metacestódeos localizados nos ventrículos (WHITE Jr, 2000). No entanto as 

técnicas de imagem não conseguem detectar os metacestódeos alojados na cisterna basal 

subaracnoide ou os parasitos em fase de degeneração ou pré-calcificação, e podem ignorar a 

infecção quando o número de parasitos é baixo (TOGORO; SOUZA; SATO, 2012; SAKO et 

al., 2013). Além disso, atribui-se ao alto custo dessas tecnologias a dificuldade de acesso a este 

tipo de diagnóstico por indivíduos residentes em países endêmicos, visto que a principal 

população de risco é, na maioria das vezes, rural (GARCIA; DEL BRUTTO, 2003; RAJKOTIA 

et al., 2007).  

Por estas razões, os imunoensaios, que são padronizados para um apropriado 

diagnóstico da NCC, conduzem a uma melhor gestão clínica de pacientes com NCC, pois os 

imunoensaios auxiliam no diagnóstico em pacientes com perfil clínico e de imagem 

compatíveis com NCC (MICHELET et al., 2011). Dentre os métodos imunológicos, ELISA e 

immunoblotting são os mais utilizados para detectar anticorpos contra antígenos de Taenia sp. 

em amostras de LCR ou soro, porém, estes testes têm apresentado diferentes graus de 
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sensibilidade e especificidade, dependendo do método de preparação de antígeno utilizado 

(SHIGUEKAWA et al., 2000; BARCELOS et al., 2007; DECKERS; DORNY, 2010; 

GONÇALVES et al., 2010; MICHELET et al., 2011, FERRER et al., 2012; SAKO et al., 2015). 

Recomenda-se que dois testes imunológicos sejam empregados, um de elevada sensibilidade e 

outro de elevada especificidade, para que os resultados sejam interpretados com uma maior 

segurança (COSTA-CRUZ, 1995; VAZ; LIVRAMENTO, 1996; DEL BRUTTO, 2012).   

Devido à inespecificidade das manifestações clínicas, o diagnóstico da 

neurocisticercose ainda é um desafio em muitos pacientes. Apesar dos avanços na neuroimagem 

e testes de imunodiagnóstico, na maioria das vezes, os achados de neuroimagem não são 

patognômicos e os testes sorológicos apresentam problemas relacionados com a sensibilidade 

e especificidade relativamente baixas (COSTA-CRUZ, 1995; RIBEIRO et al., 2014). No 

entanto, testes imunológicos como ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) e 

Immunoblotting são comumente utilizados para detectar anticorpos anti-T. solium (SAKO et 

al., 2015), utilizando líquido cefalorraquidiano (LCR) (COSTA et al., 1982; COSTA, 1986; 

FLEURY et al., 2003; BARCELOS et al., 2005; BARCELOS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 

2009; NUNES et al., 2010), soro (RIBEIRO et al., 2010a; MANHANI et al., 2011; NUNES et 

al., 2013; RIBEIRO et al., 2014) e/ou saliva (BUENO et al., 2000a; MALLA et al., 2005; 

GONÇALVES et al., 2010). 

Diferentes extratos antigênicos de metacestódeos de T. solium, tais como solução salina, 

líquido de vesícula, alcalino, de escólex ou de membrana têm sido utilizado no teste ELISA 

para o diagnóstico da NCC e demonstraram diferenças em termos de sensibilidade e 

especificidade no ELISA (COSTA, 1986; BASSI et al., 1991; BOBES et al., 2006; BUENO et 

al., 2000b; NUNES et al., 2013; SAKO et al., 2015), assim como o immunoblotting, que 

também apresenta diferentes índices de sensibilidade e especificidade, dependendo da 

preparação antigênica usada no teste ELISA (ARRUDA et al., 2005; BUENO et al., 2000b; 

BUENO et al., 2001; BUENO et al., 2005; AYALA-SULVA; MIRANDA-ULLOA, 2015).  

Apesar da maioria dos trabalhos publicados relatar o uso do antígeno homólogo obtido 

a partir da forma metacestódea de T. solium, a procura por outras fontes antigênicas tem sido 

estimulada devido à dificuldade de obtenção dos metacestódeos, a partir de suínos naturalmente 

infectados (ARRUDA et al., 2005). Destas fontes, destacam-se duas alternativas: 

metacestódeos de Taenia crassiceps (LARRALDE et al., 1989; BARCELOS et al., 2001; 

BUENO et al., 2001; PARDINI et al., 2002; DORNY et al., 2003; BARCELOS et al., 2005; 

ESPÍNDOLA et al., 2005; SUZUKI et al., 2007; MATOS-SILVA et al., 2012; HAMAMOTO 
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FILHO et al., 2015; GARCÍA-MONTOYA et al., 2016) e metacestódeos de Taenia saginata 

(OLIVEIRA et al., 2009, NUNES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; NUNES et al., 2013).  

Os antígenos de metacestódeos de T. crassiceps (cepa ORF) representa uma fonte de 

antígenos importante, já que de acordo com estudos comparativos, com antígenos homólogos 

em amostras de líquido cefalorraquidiano, pode ser utilizado para o imunodiagnóstico da NCC 

humana. A aplicação desses antígenos heterólogos no diagnóstico imunológico da cisticercose 

e NCC humana tem sido descrita em vários estudos (LARRALDE et al., 1989; VAZ et al., 

1997; BUENO et al., 2000b; GOMES et al., 2007; VAZ, 2007; ISHIDA et al., 2011; TOGORO; 

SOUZA; SATO, 2012; GARCÍA-MONTOYA et al., 2016).  

Taenia crassiceps é um parasito com possibilidade de manutenção experimental em 

animais de pequeno porte, sendo a cepa ORF mantida por reprodução assexuada em peritônio 

de camundongos fêmea da linhagem BALB/c, no qual o parasito se reproduz por brotamento, 

gerando vesículas visíveis na cavidade peritoneal de camundongos, proporcionando uma 

medida precisa da carga parasitária. Além disso, o parasito apresenta como vantagem a raridade 

de relatos de casos humanos (WILLMS; ZURABIAN, 2010; SCIUTTO; FRAGOSO; 

LARRALDE, 2011; GARCÍA-MONTOYA et al., 2016). O modelo experimental para o 

desenvolvimento do estágio larvário de T. crassiceps em camundongo BALB/c foi selecionado 

por ser um modelo de laboratório relativamente simples (SCIUTTO; FRAGOSO; 

LARRALDE, 2011). O parasito apresenta transmissão zoonótica, que inclui raposas, cães e 

felinos como hospedeiros da forma adulta do parasito. Seu estágio larval é encontrado em 

camundongos, coelhos e outros roedores, que se comportam como hospedeiros intermediários. 

Em roedores, os metacestódeos geralmente apresentam localização subcutânea, no músculo, 

mas não nos olhos ou sistema nervoso, sendo a NCC documentada no cérebro dos ratos e gatos 

e na medula de primatas não humanos (FANKHAUSER et al., 1967; FREEMAN et al., 1973; 

RIETSCHEL, 1981; WUNSCHMANN et al., 2003; LESCANO; ZUNT, 2013). 

Os humanos atuam como hospedeiro intermediário de T. crassiceps, no qual um sistema 

imune debilitado pode desempenhar um papel na facilitação do desenvolvimento do parasito. 

Em indivíduos imunossuprimidos, T. crassiceps tem sido observado, principalmente, nos 

braços; nos indivíduos imunocompetentes, o parasito infecta os olhos. No entanto a descrição 

de T. crassiceps no SNC humano não é completamente improvável (TANOWITZ et al., 2001; 

LESCANO; ZUNT, 2013). 
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1.7 Fracionamento antigênico 

 

O fracionamento com Triton X-114 (TX-114) permitiu a obtenção da fração detergente 

a partir de metacestódeos de T. solium e Taenia saginata. As frações detergentes apresentaram 

boa sensibilidade e especificidade através da utilização dos testes ELISA e Immunoblotting 

(MACHADO et al., 2007; GONÇALVES et al., 2010). Para o imunodiagnóstico da NCC, é 

usualmente aplicada a detecção de anticorpos IgG anti-metacestódeos de T. solium (e de 

antígenos circulantes do parasito) em amostras de soro e LCR, no entanto estudos que 

identifiquem proteínas específicas ainda são necessários para que o correto diagnóstico da NCC 

seja possível (COSTA, 1986; SCIUTTO et al., 2000; DORNY et al., 2003; DECKERS; 

DORNY, 2010; MICHELET et al., 2011).  

A separação de proteínas pode ser realizada por meio da utilização de vários reagentes, 

por diferentes técnicas. A utilização de detergente não iônico Triton X-114 (TX-114) em 

fracionamentos envolvem procedimentos simples, que são capazes de separar proteínas 

hidrofílicas de proteínas hidrofóbicas, presentes em um organismo. A solução detergente TX-

114 possui forma homogênea a 0ºC, mas em temperaturas superiores a 20ºC possui a 

capacidade de separar-se em fase aquosa e fase detergente. Durante o processo de 

fracionamento as proteínas hidrofílicas são encontradas exclusivamente na fase aquosa e as 

proteínas integrais de membrana são recuperadas na fase detergente (BORDIER, 1981; 

NORTHERN, et al., 1989).  

Resultados satisfatórios têm sido obtidos com a utilização da fração hidrofóbica 

(detergente) recuperada durante os protocolos de fracionamento, demonstrando ser um 

candidato a antígeno promissor, utilizando o teste ELISA com considerável sensibilidade, 

especificidade e segurança. Por isso, este procedimento tem sido aplicado por vários autores 

(COLLÉN et al., 2002; MACHADO et al., 2007; FELICIANO et al., 2010; GONÇALVES et 

al., 2010; TOGORO; SOUZA; SATO, 2012). Os procedimentos que utilizam TX-114 para 

fracionamento são simples, considerados econômicos e altamente eficientes; apresentam 

vantagens quando comparado a outros métodos de fracionamento, uma vez que não necessitam 

de vários ciclos de centrifugação ou de equipamentos especializados. Quando comparado com 

extrações que utilizam solventes orgânicos, apresentam baixa toxicidade (BORDIER, 1981; 

BRICKER et al., 2001; MANZOORI; BAVILI-TABRIZI, 2002). Além do Triton X-114, 

outros detergentes têm demonstrado eficiência quando utilizados no imunodiagnóstico da 

cisticercose humana. O estudo realizado por Navarrete-Perea et al. (2015) demonstrou uma 
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ótima extração utilizando uma combinação de 3-[(3-colamidopropil)dimetilamônio]-1-

propanossulfonato (CHAPS), amido sulfobetaína-14 (ASB-14) e Triton X-100 (TX-100).  

Diante da importância do aperfeiçoamento e do desenvolvimento de novas técnicas 

diagnósticas que sejam viáveis técnica e financeiramente, o presente estudo estabeleceu um 

novo protocolo de obtenção antigênica para o imunodiagnóstico de pacientes com NCC a partir 

de T. crassiceps.  
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2. OBJETIVOS 

Objetivo geral 

 

Avaliar o extrato salino total e suas frações antigênicas obtidas por hidrofobicidade 

(detergente e aquosa) de Taenia crassiceps (antígeno heterólogo) através do uso de Triton X-

114 em amostras de líquido cefalorraquidiano (LCR) no diagnóstico das formas ativa e inativa 

da NCC humana 

 

Objetivos específicos 

 

 Fracionar o ES por meio do uso de Triton X-114, para obtenção das frações hidrofóbica 

(detergente) e hidrofílica (aquosa); 

 

 Detectar anticorpos IgG específicos em amostras de LCR humano pelo teste ELISA; 

 

 Comparar o potencial diagnóstico do ES e das frações obtidas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 Aspectos éticos 

 

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

Ciências Biomédicas da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), sob orientação da Profa. 

Dra. Julia Maria Costa-Cruz.  

As amostras de líquor que foram utilizadas 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 de Nº 041/2008. 

As formas metacestódeas de Taenia crassiceps disponíveis no Laboratório de 

Diagnóstico de Parasitoses, foram obtidas do peritônio de camundongos fêmea BALB/c (cepa 

ORF). A manutenção experimental da cepa foi aprovada pela Comissão de Ética na Utilização 

de Animais/UFU (CEUA/UFU) sob o protocolo de Nº 096/2014.  

 

3.2 Caracterização dos grupos de estudo 

 

Um total de 80 amostras de líquido cefalorraquidiano (LCR) disponíveis no 

Banco de Amostras Biológicas, no Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses da UFU 

foram utilizadas para validação dos testes diagnósticos. Estas amostras de LCR são 

provenientes de pacientes atendidos no Hospital de Clínicas de Uberlândia da 

Universidade Federal de Uberlândia (HCU/UFU).  

As amostras foram distribuídas em dois grupos de estudo: pacientes com 

neurocisticercose (Grupo 1) e pacientes com outras desordens neurológicas (Grupo 2). 

 

3.2.1 Amostras de líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com neurocisticercose 

(Grupo 1) 

 

Foram utilizadas 40 amostras de LCR de pacientes com diagnóstico definitivo de acordo 

com os critérios propostos por Del Brutto et al. (1996) (Anexo), sendo considerado como 

diagnóstico definitivo para NCC a presença de dois critérios maiores. O Grupo 1 foi dividido 

em NCC ativa (n = 20) e NCC inativa (n = 20), e os pacientes foram classificados de acordo 

com o estágio de desenvolvimento em que se encontrava a forma metacestódea (vesicular, 

coloidal, granular nodular e granular calcificado), sendo portadores de NCC ativa quando a 
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forma metacestódea se encontrava nos estágios vesicular, coloidal e granular nodular; e como 

portadores da NCC inativa quando a mesma se encontrava no estágio granular calcificado 

(SOTELO; GUERRERO; RUBIO, 1985). Pacientes com a forma mista da doença foram 

classificados como portadores de NCC ativa.  

 

3.2.2 Amostras de líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com outras desordens  

neurológicas (Grupo 2) 

 

Foram utilizadas 40 amostras de LCR de pacientes com outras manifestações 

neurológicas que apresentaram neuroimagem e sorologia (teste ELISA no LCR) negativos para 

neurocisticercose. As desordens neurológicas avaliadas neste grupo foram: cefaleia (n = 11), 

crise convulsiva (n = 14), epilepsia (n = 4), esclerose múltipla (n = 3), hidrocefalia (n = 2), 

meningite viral (n = 1), meningite bacteriana (n = 1), neurotoxoplasmose (n = 2) e 

neurocriptococose (n = 2). 

 

3.3 Manutenção da cepa e obtenção das formas metacestódeas de Taenia crassiceps 

 

Após sacrifício utilizando overdose de anestésicos (Cloridrato de Ketamina 10% e 

Cloridrato de Xilazina 2%), os metacestódeos de T. crassiceps foram obtidos do peritônio de 

camundongos fêmea da linhagem BALB/c, lavados em solução salina (NaCl 0,15 M) por quatro 

vezes sem centrifugação, e separados. Os metacestódeos viáveis e de pequeno tamanho foram 

selecionados e inoculados em novos camundongos fêmea da linhagem BALB/c (30 

metacestódeos + PBS/seringa, volume total de 1mL). Após três meses (tempo necessário para 

reprodução do parasito), o processo de sacrifício e inoculação foi realizado. Os metacestódeos 

de T. crassiceps que não foram utilizados para inoculação foram identificados e armazenados 

a -20ºC.  

3.4 Preparação do extrato salino total de metacestódeos de Taenia crassiceps 

 

Os metacestódeos (150, aproximadamente) foram ressuspensos em 5 ml de solução 

salina tamponada com fosfato (PBS, 0,01 mol/L, pH 7,2) com a adição de inibidores de protease 

(mini-ULTRAcompleta, Roche, Mannheim, Alemanha) e rompidos em cinco ciclos de 

maceração, com a utilização de nitrogênio líquido. Após os ciclos de maceração em cadinho, a 

suspensão foi submetida a centrifugação a 12.500 rpm durante 30 min a 4°C. O sobrenadante 
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foi colhido e a dosagem proteica foi realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando como 

padrão de referência a soroalbumina bovina a 10% (Sigma Chem. Co., EUA) 

 

3.5 Fracionamento do extrato salino total de metacestódeos de Taenia crassiceps 

através de Triton X-114 para obtenção de frações hidrofóbica e hidrofílica 

 

As frações antigênicas hidrofóbica e hidrofílica de Taenia crassiceps foram obtidas 

através do fracionamento com Triton X-114 (TX-114) (Sigma Chem. Co., EUA), como descrito 

por Bordier (1981), com algumas modificações. O processo de fracionamento iniciou-se a partir 

de uma massa proteica de 4 mg do extrato salino (ES), que foi obtido conforme descrito nos 

itens 3.3 e 3.4. Ao ES foram adicionados 800 μL de Tris (10 mM Tris-HCL, pH 7,4, 150 mM 

de NaCl) e 1% de TX-114 (10 μL para cada 1 mL da solução anterior). A solução foi 

homogeneizada e mantida em banho de gelo por 10 minutos (1ª etapa). Para separação das 

proteínas um gradiente de 6% de sacarose, 10 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM de NaCl e 0,06% 

de TX-114 foi adicionado, na proporção de 2:3 (v), e incubado a 37ºC por 10 minutos (2ª etapa). 

A solução foi então centrifugada por 10 minutos a 3000 X g a 4ºC (3ª etapa). O sobrenadante 

foi transferido para um novo tubo de fundo cônico e a fração mais densa (detergente) foi 

armazenada no mesmo tubo (4ª etapa). Ao sobrenadante obtido na 4ª, foi adicionado (1:1) Tris 

acrescido de 4% de TX-114. Esta solução foi homogeneizada e mantida em banho de gelo por 

10 minutos, posteriormente a 37ºC por 10 minutos, e centrifugada a 3000 X g a 4ºC por 10 

minutos (5ª etapa). O sobrenadante desta etapa constituiu a fração aquosa (FA), sendo os 

sedimentos descartados.  

As frações detergente e aquosa purificadas (extrato salino detergente – FD; e extrato 

salino aquoso - FA) foram precipitadas em acetona PA (Merck, RJ, Brasil) na proporção de 1:2 

(v/v), a 4ºC, overnight, e centrifugadas a 3000 X g, a 4ºC, por 30 minutos. Os sobrenadantes 

foram cuidadosamente descartados e os precipitados ressuspendidos em 300 μL de PBS. A 

dosagem proteica foi realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando como padrão de 

referência a soroalbumina bovina a 10% (Sigma Chem. Co., EUA). O esquema do processo de 

fracionamento está representado na Figura 1. 
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3.6 Análise do perfil eletroforético do extrato salino e das frações antigênicas 

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

 

Para a realização da análise do perfil proteico do ES e das frações antigênicas (FD e 

FA), foi utilizada a técnica de eletroforese em gel SDS-PAGE (poliacrilamida com dodecil 

sulfato de sódio). Foram submetidas à SDS-PAGE 12% as amostras e o padrão de peso 

molecular, em condições desnaturantes e não redutoras, de acordo com Laemmli (1970). 

Um suporte do sistema completo de cuba eletroforética vertical (SE300miniVE, EUA) 

foi utilizado para o preparo do gel. O gel de separação foi preparado utilizando Tris-HCl 0,375 

M, pH 8,8 (Vetec); SDS (dodecil sulfato de sódio, Pharmacia, NJ, EUA) a 0,1%; EDTA (ácido 

etileno-diamino-tetra-acético, Gibci-Brl, EUA) a 2 mM; solução de acrilamida (Pharmacia, 

EUA) a 30%; bisacrilamida (N, N’-metileno-bis-acrilamida, Sigma Chem. Co., EUA) a 0,8%; 

água destilada; TEMED (N, N, N, N-tetrametil-amonometano, Sigma Chem. Co., EUA) a 

0,125% e APS (persulfato de amônio, Vetec, Brasil) a 0,125%. Para o preparo do gel de 

empilhamento foram utilizados Tris-HCl 0,125 M, pH 6,8; SDS 0,1%; EDTA a 2mM; solução 

de acrilamida a 29% e bisacrilamida a 1%; água destilada; TEMED a 0,125% e APS a 0,125%.  

O gel de empilhamento foi depositado sobre o gel de separação no suporte e moldado 

com o molde de teflon, para formação dos poços. O ES e as frações (FD e FA) foram diluídos 

em tampão de amostra 10X, e então submetidos à fervura (100ºC) por três minutos em banho-

maria, antes da aplicação no gel. As placas foram acopladas na cuba contendo tampão de corrida 

tris-glicina. Uma corrente de 20 mA e voltagem de 300V foram utilizadas para migração dos 

polipeptídeos por, aproximadamente, uma hora e meia. Como parâmetro para o cálculo dos 

pesos moleculares relativos das bandas proteicas presentes nas amostras foi utilizado o padrão 

de peso molecular (Benchmark protein ladder, Novex life Technologies, Invitrogen). 

O gel foi corado com nitrato de prata pelo método de Friedman (1982), com 

modificações, e foi digitalizado em scanner para documentação. A análise da imagem das 

bandas proteicas obtidas foi realizada utilizando o software ImageJ. 
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Figura 1. Processo de fracionamento do extrato salino de metacestódeos de T. crassiceps 

através de Triton X-114.  
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3.7 ELISA para detecção de anticorpos IgG anti-metacestódeos de Taenia sp.              

   

 O teste ELISA foi utilizado para detecção de anticorpos IgG circulantes nas amostras 

de LCR. Experimentos preliminares foram realizados para determinar condições ótimas para o 

teste em bloco, através das diluições dos antígenos, do conjugado e das amostras de LCR, além 

da concentração dos antígenos utilizados. Foram utilizadas como suporte para a adsorção do 

extrato salino de T. crassiceps e das frações (FD e FA) microplacas de poliestireno de baixa 

afinidade (Greiner, Alemanha). A adsorção dos antígenos foi realizada na concentração de 

5μg/mL a um volume final de 50 μL/poço em tampão carbonato-bicarbonato 0,06 M, pH 9,6, 

as placas foram incubadas overnight a 4ºC em câmara úmida. Em seguida, as placas foram 

lavadas três vezes, cinco minutos cada, com PBS acrescido de Tween 20 (PBS-T) a 0,05%. As 

amostras de LCR testadas na diluição 1:5 em PBS-T, foram dispostas (50 mL/poço) e incubadas 

por 45 minutos, 37ºC. 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, EUA) 

na diluição 1:2000 (50 mL/poço). A reação foi incubada por 45 minutos a 37ºC. Após novo 

processo 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 (0,005 g 

de OPD + 12,5 mL de tampão citrato fosfato pH 5,0 + 5 μL de H2O2 30%). Após 15 minutos à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reação foi interrompida, com a adição de 25 μL de 

solução 2 N de H₂SO4. Os valores de absorbância foram determinados em filtro de 492 nm em 

leitor ELISA (Termo Plate, TP reader). 

 Os resultados da reatividade das amostras de LCR foram expressos em índice ELISA 

(IE), de acordo com a fórmula IE = (valores de absorbância das amostras/ valor do cut-off) para 

cada extrato antigênico. Amostras com IE >1 foram consideradas positivas. 

 

3.8 Normas de Biossegurança 

 

O procedimento de manipulação das amostras de líquido cefalorraquidiano e reagentes, 

bem como a utilização dos equipamentos foi realizado de acordo com as normas de 

biossegurança descritas por Mineo (2009).  
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3.9 Análise estatística 

 

Para análise estatística foi utilizado o programa computacional com pacotes estatísticos 

GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad Software, EUA).  

Sensibilidade (Se) e especificidade (Es) foram calculadas de acordo com a seguinte 

fórmula: Se = a/(a + c) e Es = d/(c + d), onde a = verdadeiro positivo, b = falso positivo, c = 

falso negativo, e d = verdadeiro negativo e expressos como porcentagem (YOUDEN, 1950). 

O cut-off do teste ELISA foi estabelecido pela média dos três padrões negativos 

(UKONU; EZE, 2011; MIRANDA et al., 2011). O índice ELISA (IE) foi obtido pela média 

dos três padrões negativos mais 3 desvios padrão. Para distinção entre amostras positivas e 

negativas, o índice ELISA foi considerado maior que um (IE > 1) para cada preparação 

antigênica. 

Correlações entre os níveis de IgG detectados foram realizadas de acordo com o 

coeficiente de Spearman (rs) (p < 0,0001). O teste de Friedman foi utilizado para comparação 

entre as preparações antigênicas, seguido do teste de Comparação Múltipla de Dunn (p < 0,05). 

Para confirmação e validação dos testes diagnósticos, valores preditivos (VPP) e negativo 

(VPN) foram calculados de acordo com Sopelete (2005). 
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4. RESULTADOS 

4.1 Caracterização das três preparações antigênicas de Taenia crassiceps  

 

Proteínas do ES foram utilizadas para o processo de fracionamento através TX-114, 

partindo de uma concentração de 4.068 μg/mL. As frações apresentaram concentrações de: FD 

-  801 μg/mL e FA - 1173 μg/mL. 

Após a extração de TX-114 a partir do ES no imunodiagnóstico da NCC ativa e inativa, 

a distinção das frações FD e FA foi realizada pelo SDS-PAGE 12% seguido pela coração por 

nitrato de prata, que possibilitou a identificação de 14 regiões proteicas (15, 17, 18, 20, 23, 25, 

27, 37, 50, 70, 90, 120, 147 e 220 kDa), das quais apenas cinco foram equivalentes em ambas 

as frações (15, 17, 37, 70 e 120 kDa). O ES apresentou bandas proteicas com peso molecular 

aparente de <10, 12, 15, 20, 30, 50 e 220 kDa. A fração FD apresentou bandas nas regiões de 

18, 23, 27, 50 e 220 kDa; e na FA foram identificadas bandas de 20, 25, 90 e 147 kDa. Os dados 

são apresentados na Figura 2.  

 

4.2 Verificação do potencial diagnóstico das frações obtidas no teste ELISA com 

amostras de LCR 

 

 Todas as amostras de LCR foram testadas por ELISA utilizando as três preparações 

antigênicas (ES, FD e FA).  

 Os níveis de IgG anti-Taenia sp. determinados pelo ELISA utilizando o extrato total de 

T. crassiceps e suas frações FD e FA para o diagnóstico da NCC ativa e inativa estão 

demonstrados na Figura 3.  

Precisamente, 97,5% dos pacientes do Grupo 1 foram positivos no ES (20/20, NCC 

ativa; 19/20, NCC inativa), 100% para FD e para FA (20/20, NCC ativa e inativa). Todas as 

amostras do Grupo 2 permanceram negativas quando utilizadas as frações antigênicas (FD e 

FA) (40/40). Porém, quando utilizado o ES, a positividade alcançou 7,5% (3/40). 

Correlações entre os níveis de IgG detectados pelas preparações antigênicas no Grupo 

1 foram realizadas, de acordo com o coeficiente de Spearman (rs) (p < 0,0001). A análise 

demonstrou correlação positiva entre o ES e suas frações (FD e FA). Na detecção de IgG da 

NCC ativa, FD e FA apresentaram 100% (20/20) dos pacientes duplo positivos, enquanto para 

a NCC inativa, a correlação correspondeu a 95%(19/20) das amostras. Em ambas as formas de 

NCC, a correlação entre as frações foi de 100% para a detecção de IgG (Figura 4). 
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Figura 2. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% do extrato salino total (ES) de 

metacestódeos de T. crassiceps e suas respectivas frações obtidas por TX-114, fração detergente 

de metacestódeos de T. crassiceps (FD) e fração aquosa de metacestódeos de T. crassiceps 

(FA). Padrão de peso molecular (PM) demonstrado à esquerda. kDa = kiloDalton.  
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Para comparação entre as preparações antigênicas, foi utilizado o teste de Friedman, 

seguido do teste de Comparação Múltipla de Dunn. Em ambos os grupos houve diferença 

estatística quando comparado ES com FD ou FA (Grupo 1 – NCC ativa: F = 24,76, p < 0,0001 

e NCC inativa: F = 19,39, p < 0,0001; Grupo 2: F = 43,83, p < 0,0001). No entanto quando 

foram comparadas as duas frações (FD e FA), não houve diferença estatística (p > 0,05) (no 

Grupo 2, os resultados se aplicam no diagnóstico da NCC ativa e ativa.  

Em relação aos parâmetros de diagnóstico, as frações FD e FA demonstraram melhor 

sensibilidade e especificidade (Se e Es = 100%) no ELISA no diagnóstico da NCC ativa e 

inativa quando comparadas com ES, que demonstrou ser menos sensível no diagnóstico da NCC 

inativa (Se = 95%), apresentando a mesma especificidade para ambos os diagnósticos (NCC 

ativa e inativa/Es = 93%). Para confirmação e validação dos testes diagnósticos, valores 

preditivos positivo e negativo foram calculados. Dados referentes aos parâmetros de 

diagnóstico estão demonstrados na Tabela 1.                          
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Figura 3. Detecção de IgG anti-Taenia sp. por ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) 

em amostras de líquor de pacientes com neurocisticercose (NCC) ativa (n = 20) e inativa (n = 

20) (G1, n = 40) e com outras desordens neurológicas (G2, n = 40), por T. crassiceps e suas 

frações detergente (FD) e aquosa (FA) obtidas após fracionamento com TX-114. A linha 

horizontal indica o cut-off, isto é, índice ELISA (IE) >1. Segmento de reta na mediana e 

whiskers (ou dispersão dos dados) representam intervalo interquartil. *p < 0,05.  
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Figura 4. Correlação entre os níveis de IgG anti-Taenia sp. em amostras de líquor de pacientes 

com neurocisticercose (NCC) ativa (n = 20) e inativa (n = 20) (G1, n = 40), por T. crassiceps e 

suas frações detergente (FD) e aquosa (FA) obtidas após fracionamento com TX-114. A linha 

pontilhada horizontal indica o cut-off, isto é, índice ELISA (IE) >1. Coeficiente de correlação 

de Spearman (rs).  
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Tabela 1. Parâmetros diagnóstico das preparações antigênicas analisadas por ELISA 

utilizados na detecção de IgG da neurocisticercose ativa e inativa 

 

Preparados antigênicos                     ES                                FD                               FA 

NCC                                            ativa/inativa                ativa/inativa                  ativa/inativa 

Se (%)                                           100/95                         100/100                         100/100 

Es (%)                                            93/93                          100/100                         100/100 

VPP (%)                                        87/87                           100/100                         100/100 

VPN (%)                                     100/97,5                        100/100                         100/100 

Se (Sensibilidade), Es (Especificidade), VPP (valor preditivo positivo), VPN (valor preditivo 

negativo), ES (Extrato salino total), FD (fração detergente) e FA (fração aquosa).  
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5. DISCUSSÃO  

 

A NCC é uma zoonose reemergente em todo o mundo, e é a principal causa de crises 

epilépticas no mundo, tornando-se um problema de saúde pública na maioria dos países em 

desenvolvimento, incluindo a Índia e países da América Latina (MARTINS-MELO et al., 

2016).  

Devido à dificuldade na obtenção de antígenos homólogos, a partir de suínos infectados 

naturalmente, para utilização em técnicas de imunodiagnóstico da NCC humana, a identificação 

e caracterização de antígenos heterólogos é importante para o desenvolvimento de testes 

altamente específicos e sensíveis. Devido à possibilidade da manutenção de T. crassiceps, a 

espécie tem potencial utilização como antígeno heterólogo para o diagnóstico da NCC humana. 

A caracterização de suas frações proteicas por métodos químicos pode melhorar esse potencial.  

No presente trabalho a solução TX-114, um surfactante não iônico, foi utilizada para 

separar as fases detergente (hidrofóbica) e aquosa (hidrofílica). O fracionamento antigênico 

com detergentes é um procedimento rápido e fácil, que não necessita de equipamento 

especializado, além disso, apresenta uma alta eficiência (BRICKER et al., 2001) e pode gerar 

frações aplicáveis no diagnóstico da NCC. 

O fracionamento do ES de T. crassiceps com detergente TX-114 é inédito, e diversos 

estudos têm aplicado TX-114 na identificação, caracterização e recuperação de proteínas 

antigênicas de outros parasitos, tais como: Toxoplasma gondii (HSIAO et al., 2013), 

Trypanosoma cruzi (CORDERO et al., 2009), Plasmodium falciparum (PEREIRA et al., 2015), 

Eimeria maxima (BELLI et al., 2002), Ancylostoma caninum (SCHNIEDER et al., 1996), 

Schistosoma mansoni (BICKLE; OLDRIDGE, 1999), Strongyloides venezuelensis 

(FELICIANO et. al., 2010; RIBEIRO et. al., 2010b), Taenia solium (MACHADO et al., 2007) 

e Taenia saginata (GONÇALVES et al., 2010).  

 As frações FD e FA apresentaram maior especificidade quando comparadas com ES. 

Não houve nenhum resultado falso-negativo ou falso-positivo quando utilizadas as frações FD 

e FA no diagnóstico da NCC ativa e inativa. No entanto, quando utilizado o ES, houve um 

resultado falso-negativo (1/20) no diagnóstico da NCC inativa, que pode ser explicado pelo 

baixo título de anticorpos presentes na amostra, visto que todas as amostras utilizadas 

apresentaram diagnóstico positivo para NCC de acordo com os critérios propostos por Del 

Brutto et al. (1996). Foi também observado para o ES três resultados falso-positivos (3/40) no 

diagnóstico da NCC ativa e inativa, explicado pela semelhança antigênica com outros 

microrganismos, demonstrando mais uma vez a importância da utilização de frações. O 
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fracionamento purifica a amostra, que torna-se mais específica no diagnóstico e evita a 

reatividade cruzada, mas apresenta como desvantagem a grande perda de massa proteica.  

Em um estudo desenvolvido por BARCELOS et al. (2001), o teste ELISA foi realizado 

utilizando antígeno heterólogo total de T. crassiceps e amostras de LCR, e apresentou 

sensibilidade de 85% e especificidade de 100%, quando utilizado o extrato total. Neste estudo, 

porém, a sensibilidade foi maior quando utilizado o extrato total, mas demonstrou uma menor 

especificidade no diagnóstico da NCC ativa e inativa.  

Outro estudo realizado por BARCELOS et al. (2005) demonstrou que a detecção de IgG 

em amostras de LCR a partir do extrato salino total de metacestódeos de T. crassiceps é maior 

na NCC ativa (80%) do que na inativa (0%), diferentemente do presente estudo, que apresentou 

100% e 95% de sensibilidade, respectivamente, quando utilizado o extrato salino total. 

Quando comparamos este estudo (Grupo 1) com o realizado por MACHADO et al. 

(2007), que utilizou o antígeno homólogo (T. solium), neste último a detecção de positivos foi 

maior quando utilizados extrato bruto e fração detergente, o que difere do presente trabalho, 

que detectou mais pacientes positivos (100%) quando utilizada as frações FD e FA. Em relação 

do Grupo 2, o presente estudo apresentou falsos-positivos apenas quando utilizado o ES, 

diferente do trabalho de MACHADO et al. (2007), que apresentou 40% de positivos no grupo 

de pacientes aparentemente saudáveis quando utilizada a fração aquosa, apresentando 

especificidade de 84,5% para o extrato total, 93,3% para a fração detergente e 72,6% para a 

fração aquosa.  

No trabalho realizado por GONÇALVES et al. (2010), utilizando T. saginata como 

antígeno heterólogo, houve diferença estatística entre o extrato salino total e a fração aquosa, e 

entre as frações detergente e aquosa, apresentando especificidade de 73,3% para o extrato total, 

82,6% para a fração detergente e 61,3% para a fração aquosa, diferentemente do presente 

estudo, que apresentou diferenças estatísticas apenas quando comparado o ES com FD e FA, 

com especificidade de 93% para ES e 100% para FD e FA no diagnóstico da NCC ativa e 

inativa.  

O estudo desenvolvido por FELICIANO et al. (2010), que utilizou frações de 

Strongyloides venezuelensis, demonstrou que a fração detergente apresenta melhor desempenho 

diagnóstico (Se e Es = 95%), enquanto que no presente estudo ambas as frações FD e FA 

apresentaram bom desempenho.  

Estas diferenças ocorrem devido a mudança de gênero, espécie, tipo de amostras e 

antígenos utilizados (purificados, de membrana, fluido de vesícula), uma vez que no presente 

estudo foram utilizadas amostras de LCR, espécie T. crassiceps, extrato total e frações 
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detergente e aquosa, enquanto que nos estudos citados (MACHADO et al., 2007; 

GONÇALVES et al., 2010 e FELICIANO et al., 2010), foram utilizadas amostras de soro e a 

espécie T. solium, T. saginata e Strongyloides venezuelensis, o que pode influenciar nos 

resultados. Em relação aos estudos realizados por BARCELOS et al. (2001) e BARCELOS et 

al. (2005), apesar da utilização da mesma espécie (T. crassiceps) e mesmo tipo de amostra 

(LCR), houve diferença na sensibilidade e especificidade dos testes e na detecção de IgG, 

respectivamente, que pode ocorrer, uma vez que as amostras utilizadas diferem quanto aos 

pacientes, podendo algumas apresentarem maiores títulos de anticorpos do que outras.  

A sensibilidade e especificidade da FD foram semelhantes aos valores relatados por 

outros autores (PARDINI et al., 2002; PERALTA et al., 2002; HANCOCK et al., 2006), que 

utilizaram técnicas de purificação do antígeno homólogo e heterólogo para o diagnóstico da 

NCC. ELISA é um teste de triagem e requer um teste para confirmar qual a melhor fração para 

o diagnóstico da NCC humana.  
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6. CONCLUSÕES  

 

- O fracionamento do extrato salino de metacestódeos de T. crassiceps por hidrofobicidade foi 

realizado com sucesso, e suas respectivas frações detergente e aquosa foram caracterizadas por 

SDS-PAGE;   

 

- Ambas frações (hidrofóbica e hidrofílica) obtidas do extrato salino total de metacestódeos de 

T. crassiceps podem ser utilizadas com sucesso no imunodiagnóstico da NCC humana ativa e 

inativa pelo teste ELISA, como antígenos heterólogos;  

 

- Embora as frações tenham demonstrado boa performance diagnóstica no teste ELISA, a 

realização de um teste confirmatório (Immunoblotting) é necessária para determinar qual a 

melhor fração para o diagnóstico da NCC humana.  
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ANEXO 

 

Critério Diagnóstico para a cisticercose humana – Del Brutto et al., 1996 

Critério Absoluto 

1. Demonstração histológica do parasito a partir de um nódulo subcutâneo ou lesão 

cerebral 

2. Visualização direta do parasito pela examinação fundoscópica 

3. Evidência de lesão cística mostrando o escólex em TC ou RM 

Critério Maior 
1. Evidência de lesões sugestivas de neurocisticercose em estudos de neuroimagem* 

2. Teste imunológico positivo para detecção de anticorpos anti-metacestódeos de 

Tania solium** 

3.   Radiografia simples mostrando múltiplas calcificações em músculos da coxa e da 

panturrilha 

Critério Menor 

1. Presença de nódulos subcutâneos (sem confirmação histológica)        

2. Evidência de tecidos moles ou calcificações intracranianas pontuadas em 

radiografias simples 

3. Presença de manifestações clínicas sugestivas de neurocisticercose*** 

4. Desaparecimento de lesões intracranianas após tratamento com drogas anti-

metacestódeos de Taenia solium 

Critério Epidemiológico 

1. Indivíduos provenientes de ou que vivem em uma área onde a cisticercose é 

endêmica 

2. História de viagens frequentes às áreas endêmicas para cisticercose 

3. Evidência de um contato domiciliar com infecção por T. solium 

 

 

 TC (tomografia computadorizada) ou RM (ressonância magnética) mostrando lesões 

císticas, lesões do anel de reforço, calcificações no parênquima cerebral, hidrocefalia e 

aumento anormal das leptomeninges. Mielograma mostrando múltiplos defeitos de 

enchimento na coluna do meio de contraste. 

**     Immunoblotting soro e ELISA CSF. 

***   Epilepsia, sinais neurológicos focais, hipertensão intracraniana, e demência. 

 

 

Diagnóstico definitivo para NCC 

- Presença de um critério absoluto ou presença de dois critérios maiores ou presença de um 

critério maior mais dois menores e um epidemiológico.  

 

Diagnóstico provável para NCC 

- Presença de um critério maior mais dois menores ou presença de um critério maior mais um 

menor e um epidemiológico ou presença de três critérios menores mais um epidemiológico.  

 

Diagnóstico possível para NCC 

- Presença de um critério maior ou presença de dois critérios menores ou presença de um critério 

menos mais um epidemiológico. 


