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1. INTRODUÇÃO 
 

Toxocaríase é uma zoonose causada pela familia de nemátodos 
Toxocaridae. Somente as espécies Toxocara canis e Toxocara cati, que tem 
como hospedeiro definitivo cães e gatos, respectivamente, são reconhecidas por 
causar infecção em humanos (FILLAUXA, 2013), que ocorre principalmente pela 
ingestão de ovos embrionados presentes em solo contaminado ou pela ingestão 
de carne crua de pequenos animais infectados, como coelhos (CDC, 2017). 

 Embora muitas das infecções em humanos sejam assintomáticas, os ovos 
eclodem e suas formas larvais, que não conseguem se tornar adultas, começam a 
se disseminar pelos tecidos por meio da corrente sanguínea por meses ou, até 
mesmo, anos causando danos (DESPOMMIER, 2003). 

Essa migração tecidual leva a síndrome conhecida como Larva Migrans 
Visceral (LMV), caracterizada por febre, tosse, sibilo, indisposição, perda de peso 
e aumento do fígado e do baço (PINELLI, 2013), ou como a Toxocaríase Ocular, 
podendo causar danos oculares irreversíveis, como granulomas de periferia e do 
polo posterior (SEONG, 2014; MORAIS, 2012). 

 O diagnóstico para LMV é predominantemente laboratorial, devido à 
sintomatologia branda para diagnóstico clínico, sendo o ensaio de imunoadsorção 
enzimática (ELISA), o padrão-ouro para diagnóstico da infecção utilizando 
antígenos secretados pelas larvas (SAVIGNY, 1975). 

O uso de antígenos recombinantes oferece benefícios significantes para 
detecção de anticorpos anti-Toxocara spp. porque sua produção é rápida, simples 
e não exige o cultivo de larvas in vitro. Na literatura, ensaios utilizando antígenos 
recombinantes aumentaram a sensibilidade e especificidade comparados com 
ensaios utilizando antigenos TES nativo (MOHAMAD, 2009). 

Há quatro subclasses de imunoglobulina G (IgG) humana (IgG 1-4) que são 
caracterizadas por diferenças antigênicas nas suas cadeias pesadas. IgG 1-4 
constituem aproximadamente 61, 30, 5 e 4% da IgG total, respectivamente. Cada 
subclasse de IgG tem diferenças biológicas e propriedades físico-químicas e por 
isso são preferencialmente produzidos em resposta a diferentes antígenos e 
condições patológicas. Alguns investigadores analisaram o valor potencial de 
subclasses específicas de anticorpos IgG no diagnóstico de diversas infecções 
por helmintos. Em estudos com o diagnóstico da toxocaríase humana uma 
ambiguidade quanto a qual a subclasse mais específica pode ser vista, dado que 
em ensaios realizados por Watthanakulpanich, foi observado que a IgG2 é a 
imunoglobulina mais sensível na detecção dos antígenos, enquanto nos ensaios 
realizados por Mohamad, foi a IgG4 (WATTHANAKULPANICH, 2008; 
MOHAMAD, 2009). 



 

 

O presente trabalho visou analisar o potencial da IgG2 e IgG4 em 
contraponto à IgG total no diagnóstico de toxocaríase humana, utilizando 
antígenos TES-30 e TES-120 recombinantes. 

 
2. METODOLOGIA 

 
Plasmídeos contendo genes para as proteínas recombinantes de Toxocara 

canis (rTES-30 e rTES-120) foram utilizados para transformar Escherichia coli 
BL21 Star, por choque térmico. Em seguida, as cepas recombinantes foram 
cultivadas a 37º C em 50 mL de meio LB contendo 100 μg/mL ampicilina, sob 
agitação a 180 rpm, durante 16 horas. Posteriormente, o volume foi transferido 
para 500 mL de meio LB contendo ampicilina, sob as mesmas condições de 
temperatura e agitação. Após o cultivo atingir a D.O. 600 nm de 0,6, medida em 
espectrofotômetro, a expressão da proteína recombinante foi induzida pela adição 
de IPTG 0,5 mM e incubação sob agitação por 3 horas a 37ºC. Em seguida, 
realizou-se a lise celular, com lisozima e sonicação, seguida de centrifugação e 
solubilização em 50 mL de tampão com uréia 6 M. As proteínas foram purificadas 
em cromatografia de afinidade com Níquel (Ni+2), utilizando colunas de gravidade 
His GraviTrap (GE Healthcare). Verificou-se a expressão dos antígenos 
recombinantes em eletroforese em gel SDS-PAGE, confirmação por Western 
blotting, quantificação por curva de BSA em gel SDS-PAGE. 

As proteínas recombinantes foram utilizadas em um ELISA indireto. A placa 
de 96 cavidades foi sensibilizada com a proteína recombinante diluída em tampão 
carbonato/bicarbonato na concentração de 50 ng por cavidade e incubada à 4°C 
overnight. Após, a placa é lavada com PBS-T para remoção do excesso de 
proteína e realizada a etapa de bloqueio, com leite em pó a 10%, sendo incubada 
a 37°C por 1h. Posteriormente, a placa foi novamente lavada com PBS-T para 
remoção do excesso de solução de bloqueio, e foram adicionados os soros 
humanos diluídos em PBS-T na concentração 1:150, 5 positivos e 5 negativos 
para toxocaríase, e novamente incubado a 37°C por 1h. Depois desta etapa, é 
realizado novamente as etapas de lavagens e adicionados os anticorpos 
conjugados a peroxidase (anti-IgG Total, anti-IgG2 e anti-IgG4) nas 
concentrações 1:2500 (IgG4 e IgG2) e 1:5000 (IgG Total), de acordo com a 
padronização previamente realizada. Os conjugados são incubados a 37°C por 1 
h, e após esse período, é realizado a revelação por Orto-Fenileno-Diamina (OPD) 
com tempo de incubação de 15 minutos a temperatura ambiente. O resultado foi 
analisado em uma leitora de placas em 450 nm. Os dados foram tabulados em 
Excel e analisados com o software GraphPad. 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Segundo os resultados demonstrados na tabela 1, observa-se que não 

houve diferença de sensibilidade, entre os conjugados, na proteína recombinante 
TES-120. Já na proteína TES-30, pode-se observar que o conjugado IgG4 
apresentou a maior sensibilidade, seguido do conjugado IgG total e, por fim, IgG2. 
Tais resultados corroboram os achados do estudo de Mohamad, diferindo dos 
resultados apresentados por Watthanakulpanich (WATTHANAKULPANICH, 2008; 
MOHAMAD, 2009). 

 
 

 



 

 

Tabela 1: Sensibilidade e especificidade da rTES-30 e rTES-120 no diagnóstico 
para Toxocaríase Humana utilizando os conjugados IgG Total, IgG2 e IgG4. 

 rTES-30 
IgG Total 

rTES-30 
IgG2 

rTES-30 
IgG4 

rTES-120 
IgG Total 

rTES-120 
IgG2 

rTES-120 
IgG4 

Sensibilidade 80% 75% 100% 100% 100% 100% 

Especificidade 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

Cut-off1 0,68 0,07 0,14 0,68 0,08 0,34 

¹ Cut-off calculado pela média dos negativos mais dois desvios-padrões. 

 
As altas especificidades demonstradas pelos nossos resultados ocorrem 

devido ao uso de proteínas recombinantes específicas do parasita T. canis, 
estratégia que realça a importância do uso dessa tecnologia no diagnóstico dessa 
doença, pois o diagnóstico padrão, atualmente utilizado, apresenta uma alta 
reatividade cruzada com parasitas com epidemiologias e sintomatologias 
semelhantes (MOREIRA, 2014). Esta reatividade cruzada acaba por gerar 
resultados falso-positivos, por que os anticorpos de outras infecções, como 
toxoplasmose, teníase ou ascaridíase, reconhecem o antígeno TES como descrito 
por Jacquier (1991), Ishida (2003), Mohamad e Roldán (2009), Jin (2015) e 
Rudzińska (2017). 
 Outro ponto importante para o diagnóstico seria a análise pelo cut-off 
(limiar do diagnóstico) nos diferentes conjugados. Nossos resultados apresentam 
valores de cut-off elevados para IgG Total, o que poderia ser um contraponto na 
sua utilização se aumentado o número de amostras utilizadas. Já os valores de 
IgG2 foram os menores, contudo a baixa de sensibilidade na proteína rTES-30 
não pode ser descartada. Por fim, a IgG4 apresentou valores de cut-off medianos 
e, por sua a alta sensibilidade destacou esse conjugado em todas as análises. 
 A principal limitação dessa análise foi o baixo número de amostras. 
Contudo, esse estudo trata-se de um piloto para ser realizado em um maior 
número de amostras. Não obstante, todos os resultados foram repetidos pelo 
menos duas vezes e, em teoria, servem como base e podem ser extrapolados ao 
aumentarmos o número de amostras.  
 

4. CONCLUSÕES 
 

Foi possível concluir com este estudo que a aplicação de protocolos de 
diagnóstico para toxocaríase humana com IgG4 apresenta maior sensibilidade 
que protocolos com utilizando IgG total ou com IgG2, ao ser utilizado antígenos 
recombinantes TES-30 e TES-120 de Toxocara canis. 
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