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RESUMO

A estrongiloidíase humana é uma parasitose intestinal negligenciada com ampla 
distribuição mundial, podendo acarretar cronificação e hiperinfecção caso não seja 
diagnosticada precocemente. Os casos que merecem mais atenção são aqueles 
relacionados, principalmente, à pacientes imunocomprometidos. O diagnóstico 
parasitológico desta helmintose é pouco sensível devido a eliminação pequena e 
irregular de larvas nas fezes. Os métodos imunológicos, principalmente enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA), apresentam elevada sensibilidade e especificidade. No 
entanto há sempre a necessidade de aprimorar e elevar a eficiência diagnóstica para 
evitar reatividade-cruzada e casos de resultados falsos-negativos. O objetivo deste 
estudo foi de produzir e padronizar antígenos de excreção/secreção (E/S) de larvas 
filarioides (L3) de Strongyloides venezuelensis para uso no imunodiagnóstico. As larvas 
L3 de S. venezuelensis foram obtidas para a produção de extrato salino total (SE), E/S 
no meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) e E/S em solução salina tamponada 
com fosfato (PBS). Todos os antígenos foram utilizados na detecção de IgG anti-S. 
stercoralis em doentes com e sem condições imunossupressoras. Utilizaram-se 150 
amostras de soro humano, divididas em 5 grupos. Indivíduos imunocompetentes 
positivos para estrongiloidíase (n = 30) ou negativos para estrongiloidíase (n = 30); 
Pacientes com outros parasitas (n = 30), como ancilostomídeos, Ascaris lumbricoides, 
Hymenolepis nana, Giardia lamblia, Schistosoma mansoni, Enterobius vermicularis, 
Trichuris trichiura e Taenia sp; pacientes imunossuprimidos positivos para 
estrongiloidíase (N = 30), incluindo HIV, diabetes, alcoólatras, tuberculose, câncer e 
alcoólatras com câncer e pacientes imunossuprimidos negativos para parasitas 
intestinais (n = 30), incluindo HIV, diabetes, alcoolistas, tuberculose e câncer. 
Observou-se que todos os antígenos apresentaram frações antigênicas semelhantes com 
peso molecular de 62, 44, 39, 33 e 18 kDa. No entanto, quando utilizados em teste 
ELISA os antígenos E/S tanto em meio RPMI quanto em PBS apresentaram-se mais 
específicos que o SE, 94,4%, 96,7% e 77,8% respectivamente, enquanto que o antígeno 
E/S em PBS foi mais sensível (95,0%) que os outros dois antígenos (SE 93,3% e RPMI 
86,7%). Os antígenos E/S apresentaram-se de fácil execução e o produto E/S em PBS 
mostrou-se mais sensível e específico que os demais antígenos em estudo. Concluiu-se 
que, o antígeno E/S em PBS é uma boa alternativa para diagnóstico mais sensível e 
específico da estrongiloidíase humana.

Palavras-Chave: Estrongiloidíase; imunodiagnóstico, antígenos, excreção/secreção; 
Strongyloides venezuelensis



ABSTRACT

Excretion / secretion antigens of Strongyloides venezuelensis applied to the diagnosis of
human strongyloidiasis

Human strongyloidiasis is a neglected intestinal parasitosis, with a large worldwide 
distribution, affecting millions of people, and may lead to chronification and 
hyperinfection if not diagnosed early. The cases that deserve more attention are those 
related, mainly, to immunocompromised patients. The parasitological diagnosis of this 
helminth is not very sensitive due to the small and irregular larval output in the faeces. 
Immunological methods, especially enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), 
present high sensitivity and specificity, however, there is always a need to improve and 
increase diagnostic efficiency to avoid cross-reactivity and cases of false-negative 
results. The aim of this study was to produce and standardize excretion/secretion (E/S) 
antigens of filarial larvae (L3) of Strongyloides venezuelensis for immunodiagnostic 
use. The L3 larvae of S. venezuelensis were obtained for the production of total saline 
extract (SE), E/S in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) and E/S in 
phosphate-buffered saline (PBS). All antigens were used in the detection of IgG anti- S. 
stercoralis in patients with and without immunosuppressive conditions. A total of 150 
human serum samples were used, divided into 5 groups. Immunocompetent individuals 
positive for strongyloidiasis (n=30) or negatives for strongyloidiasis (n=30); patients 
with others parasites (n=30) such as hookworms, Ascaris lumbricoides, Hymenolepis 
nana, Giardia lamblia, Schistosoma mansoni, Enterobius vermicularis, Trichuris 
trichiura and Taenia sp; immunosuppressed patients positive for strongyloidiasis 
(n=30), including HIV, diabetes, alcoholics, tuberculosis, cancer, and alcoholics with 
cancer and negative immunosuppressed patients for intestinal parasites (n=30) including 
HIV, diabetes, alcoholics, tuberculosis and cancer. All antigens were observed to have 
similar antigenic fractions having molecular weights of 62, 44, 39, 33 and 18 kDa. 
However, when used in the ELISA test the E/S antigens in both RPMI and PBS media 
were more specific than SE, 94.4%, 96.7% and 77.8%, respectively, whereas the 
antigen E/S in PBS was more sensitive (95.0%) than the other two antigens (SE 93.3% 
and RPMI 86.7%). The E/S antigens were easy to perform and the E/S product in PBS 
was more sensitive and specific than the other antigens in the study. It may conclude 
that the E/S in PBS antigen is a good alternative for a more sensitive and specific 
diagnosis of human strongyloidiasis.

Keywords: Strongyloidiasis; immunodiagnosis, antigens, excretion/secretion, 
Strongyloides venezuelensis



12

1. INTRODUÇÃO

O gênero Strongyloides foi definido em 1879 por Grassi, após a descoberta do médico 

francês Louis Normand, ao examinar fezes diarreicas de soldados que exerceram atividade no 

Vietnã. A demonstração de que no ciclo de vida desse parasito ocorre uma fase estercoral 

constituída por parasitos de vida livre e outra fase intestinal representada pela fêmea parasita 

originou a denominação Strongyloides stercoralis, Stiles e Hassall, 1902 (“Strongylus” = 

arredondados; “oides” = semelhantes; “stercus” = esterco) (GROVE, 1996). Ribeiro da Luz 

reportou pela primeira vez em 1880, no Estado do Rio de Janeiro, a importância de S. 

stercoralis como agente etiológico da estrongiloidíase no Brasil e, posteriormente, em 1948, 

Moraes enfatizou a importância médico-sanitária dessa parasitose (MORAES, 1948; MAIA et 

al., 2006; COSTA-CRUZ, 2016).

Os nematódeos deste gênero pertencem ao reino Metazoa, filo Nematoda, classe 

Secernentea, ordem Rhabditida, família Strongyloididae a qual é composta por parasitos de 

interesse médico e veterinário (REY, 2001). Admite-se 52 espécies do gênero Strongyloides 

que podem ser encontradas em aves, répteis, anfíbios, mamíferos domésticos e silvestres e no 

homem causando a estrongiloidíase (GROVE, 1996).

A estrongiloidíase é, normalmente, autolimitada e de baixa morbidade em indivíduos 

imunocompetentes. No entanto, nos casos de imunocomprometimento o quadro de infecção 

pode agravar, pois estes pacientes imunocomprometidos, seja por tratamento com 

corticosteróides ou alguma doença imunossupressora como AIDS, HTLV-1, tuberculose, 

alcoolismo, diabetes, têm resposta imunológica comprometida, ficando predispostos ao 

desenvolvimento de complicações graves causadas por S. stercoralis (KEISER, NUTMAN,

2004; VAIYAVATJAMAI et al., 2008; MONTES et al., 2009; CABRAL et al., 2015)
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1.1 Epidemiologia

Strongyloides stercoralis (BAVAY, 1876) é um nematódeo de importância clínica para o 

homem, infectando mundialmente de 30 a 100 milhões de pessoas, sendo comumente 

encontrado em países tropicais e subtropicais que apresentem condições ambientais, como 

calor e umidade, e condições sanitárias favoráveis, acometendo também indivíduos que 

residiram ou viajaram para regiões endêmicas (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; REQUENA- 

MÉNDEZ et al., 2013; ANDERSON et al., 2014; PAGE, SPEARE, 2016). Apesar de 

apresentar distribuição mundial heterogênea, a estrongiloidíase ocorre com maior frequência 

do Sudoeste da Ásia, Colômbia, Brasil, Sul dos Apalaches, Leste Europeu, Oeste da África, 

ilhas caribenhas e algumas regiões dos Estados Unidos (GENTA,1989; FARDET et al., 2007; 

PAULA, COSTA-CRUZ, 2011; SCHÄR et al., 2013; TOLEDO; MUNOZ-ANTOLI; 

ESTEBAN, 2015).

A prevalência da estrongiloidíase pode ser definida em três categorias diferentes, a partir 

da porcentagem de pessoas infectadas: esporádica, quando menor que 1%, endêmica se variar 

entre 1 e 5 % e hiperendêmica quando for maior que 5%. Neste sentido, o Brasil é 

considerado um país hiperendêmico por apresentar 5,5% da população infectada pelo parasito, 

considerando o diagnóstico parasitológico de fezes (PIRES, DREYER, 1993; PAULA,

COSTA-CRUZ, 2011; TEIXEIRA et al., 2016).
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1.2 Aspectos biológicos de Strongyloides stercoralis

1.2.1 Morfologia

O helminto S. stercoralis apresenta mudanças morfológicas, em seu ciclo de vida, que 

envolvem cinco formas evolutivas.

As larvas filarioides, infectantes, medem cerca de 600 pm de comprimento, possuem 

esôfago longo e cilíndrico, típico para este estádio, do tipo filariforme; vestíbulo bucal curto; 

e apresentam extremidade característica designada cauda entalhada. A fêmea partenogenética 

tem um aspecto filariforme por apresentar um esôfago do tipo filariforme, porém maior que as 

larvas infectantes, medindo 2 mm de comprimento; sua extremidade anterior é arredondada e 

a posterior afilada. Os vermes adultos são distinguidos em machos e fêmeas de vida livre, 

sendo que os machos são menores com, aproximadamente, 700 pm de comprimento, e as 

fêmeas são maiores medindo de 0,8 a 1,2 mm; ambos apresentam esôfago rabditoide e 

extremidade afilada. Os ovos de S. stercoralis são elípticos, de casca fina, medindo cerca de 

50 pm e possuem uma larva do tipo rabditoide em seu interior. E larvas rabditoides 

apresentam comprimento de aproximadamente 250 pm, com esôfago tipicamente rabditoide, 

subdividido em corpo, istmo e bulbo; vestíbulo bucal curto; e cauda ponteaguda (NEVES, 

2009; DE CARLI, TASCA, 2014).

1.2.2 Ciclo Biológico

O ciclo de vida de S. stercoralis é complexo quando comparado a outros nematódeos 

alternando entre ciclo de vida livre e parasitário (MORAES, 1948; GENTA, 1989; 

IRIEMENAM, et al., 2010). A estrongiloidíase é adquirida pela penetração de larvas 

filarioides infectantes (L3) na pele intacta que, ao atingirem a corrente sanguínea, migram
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para os pulmões e alcançam os alvéolos, a partir dos capilares pulmonares, onde se 

transformam em larvas filarioides de estádio L4. Estas, por sua vez, ascendem até alcançarem 

a laringe sendo então deglutidas e após o estádio de L5 evoluem para fêmeas partenogenéticas 

na mucosa do intestino delgado (PORTO et al., 2001; COSTA-CRUZ, 2016).

O parasito adulto libera de 30 a 40 ovos por dia que amadurecem e eclodem para 

liberar larvas rabditoides L1, estas migram para a luz intestinal e sofrem muda para larvas 

rabditoides L2. Tanto larvas L1 quanto L2 são excretadas com as fezes e terão um ciclo 

evolutivo distinto, a depender de suas características genéticas, ou seja, podem ser 

transformadas em vermes adultos (machos e fêmeas) de vida livre, que darão origem a larvas 

infectantes de terceiro estádio a partir de reprodução sexuada, contemplando um ciclo 

indireto, ou essas larvas excretadas nas fezes poderão sofrer muda para larvas infectantes L3, 

promovendo um ciclo direto (GROVE, 1996; VINEY, 2006; NEVES, 2009 COSTA-CRUZ, 

2016). De modo peculiar, pode ocorrer a chamada auto-endo-infecção, responsável pelo 

desenvolvimento das formas graves da estrongiloidíase. Na luz do intestino, as larvas 

rabditoides se transformam em filarioides infectante que vão penetrar na mucosa perirretal, 

retornar para o sistema circulatório e reiniciar o ciclo. Esta situação irá aumentar a carga 

parasitária e a permanência do parasito no hospedeiro (PORTO et al., 2001; TEIXEIRA et al., 

2016).

1.3 Aspectos clínicos da estrongiloidíase humana

A interação entre S. stercoralis e o homem pode variar conforme a carga parasitária, 

condição nutricional e o estado imunológico do hospedeiro. Em torno de 50 % de portadores 

de estrongiloidíase são imunocompetentes, podendo ser assintomáticos e apresentar 

sintomatologia branda ou ainda desenvolver uma infecção crônica. Pacientes



16

imunocomprometidos por diferentes causas, podem desenvolver hiperinfecção que se 

caracteriza por hemorragia gastrointestinal e pulmonar, infecções bacterianas e fúngicas 

secundárias devido ao extravasamento da flora intestinal em virtude de lesões do intestino por 

larvas em movimento. (SIDDIQUI; BERK, 2001; SUDRÉ et al., 2006; MONTES et al., 

2009).

Os casos de hiperinfecção por S. stercoralis são resultados de alterações no sistema 

imunológico de pacientes que evoluíram para autoinfecção. Estes indivíduos apresentarão 

sinais e sintomas decorrentes da migração larval pelos pulmões e trato intestinal, como asma 

recorrente, exacerbação dos sintomas gastrointestinais e detecção de grande número de larvas 

no escarro e nas fezes. Mas, outros pacientes poderão apresentar infecção disseminada, 

indicada pelo achado de larvas infectantes em qualquer órgão ou sistema, como nódulos 

linfáticos, rins, pâncreas, músculos esqueléticos e outros. Neste caso, em particular, a doença 

pode ser fatal devido a rápida evolução e diagnóstico tardio (TEIXEIRA et al., 2016).

Por apresentar um complexo ciclo biológico, ausência de sintomatologia na maioria 

dos casos e por vezes, quando sintomática, produzir síndromes pulmonares e digestivas 

comuns a outras doenças, o diagnóstico de estrongiloidíase é dificultado (SUDRÉ et al., 2006; 

REY, 2010).

1.4 Aspectos imunológicos na estrongiloidíase

Os helmintos, de modo geral, provocam uma resposta imune dependente de linfócitos 

T CD4+, relacionada a um perfil Th2 que se caracteriza pela produção de interleucinas 

envolvidas na sinalização celular. Estas, por sua vez, induzem resposta humoral mediada por 

anticorpos IgE e, também, resposta celular mediada por mastócitos, basófilos e eosinófilos
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(ONAH; NAWA, 2000; MAIZELS; YAZDANBAKHSH, 2003; COSTA-CRUZ, 2016). 

Além de IgE, também são produzidos anticorpos específicos das classes IgM, IgA e IgG, 

sendo esta última a principal imunoglobulina presente no soro do hospedeiro quando ocorre 

uma infecção por S. stercoralis. Entre as subclasses de IgG, há a formação de IgG1 e IgG4 

para uma resposta mais elaborada contra este parasito (MACHADO, et al., 2005; 

RODRIGUES, et al., 2007).

A infecção por S. stercoralis pode se erradicar ou evoluir para cronicidade com casos 

de hiperinfecção (COSTA-CRUZ, 2016). Em ambos os casos é o sistema imune do 

hospedeiro que determinará a evolução da doença, sendo demonstrado que a resposta de perfil 

Th2 é essencial, e os portadores de estrongiloidíase produzem anticorpos específicos dos 

isotipos IgM, IgG, IgA e IgE (HIRATA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007; MACHADO 

et al., 2009, 2011; NUTMAN, 2016). Considerando-se os casos de imunossupressão, há 

aumento acentuado da carga parasitária que acarretará em síndrome de hiperinfecção, como 

ocorre em pacientes com HTLV-1. Estes apresentarão proliferação espontânea de linfócitos T 

e produção de altos níveis de interferon-y relacionados com resposta imune tipo Th-1, bem 

como produção de baixos níveis de interleucina-4, interleucina-5, interleucina-10 e 

interleucina-13 que apresentam importante papel na resposta imune tipo Th-2. Deste modo, é 

sugerido que a co-infecção de estrongiloidíase e HTLV-1 tem papel importante na modulação 

negativa na resposta imune do tipo Th-2 (HIRATA et al., 2006; MARCOS et al., 2008; 

ROXBY, GOTTLIEB, LIMAYE, 2009; BON et al., 2010; MEJIA, NUTMAN, 2012; 

TOLEDO, MUNOZ-ANTOLI, ESTEBAN, 2015).
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1.5 Diagnóstico da estrongiloidíase humana

1.5.1 Diagnóstico parasitológico de fezes

O diagnóstico da estrongiloidíase é realizado a partir de sinais clínicos e sintomas, mas 

principalmente pela identificação de larvas rabditoides e/ou larvas filarioides de S. stercoralis. 

Os testes laboratoriais permitem, em sua maioria, demonstrar a presença de larvas do parasito 

nas fezes, mas também em escarro, líquidos orgânicos ou em materiais de biopsia quando se 

trata de casos mais graves. Os exames coproscópicos, como Baermann-Moraes, Rugai, 

Harada-Mori são os métodos clássicos para confirmar o parasitismo. No entanto, são técnicas 

que apresentam baixa sensibilidade devido à baixa carga parasitária e ao pequeno número de 

larvas eliminadas de forma esporádica. A cultura em placa de ágar tem sido o método 

recomendado pela maior sensibilidade e possibilidade de diferenciação mais precisa com os 

ancilostomideos (PAULA et al., 2000; SIDDIQUI; BERK, 2001; REY, 2010; ANDERSON et 

al., 2014, LEVENHAGEN, COSTA-CRUZ, 2014; BOUNFRATE et al., 2015). Para 

aumentar essa sensibilidade dos métodos de rotina seriam necessárias análises de, no mínimo, 

três amostras em dias alternados, por diferentes métodos. Mas, raras vezes o diagnóstico é 

realizado com o total de sete amostras, devido a relutância tanto dos médicos quanto dos 

pacientes, por se tratar de um procedimento inconveniente e demorado. (TEIXEIRA et al., 

2016).

1.5.2 Diagnóstico imunológico

Os métodos imunológicos são auxiliares no diagnóstico da estrongiloidíase por avaliar a 

resposta imunológica do hospedeiro assintomático podendo ser utilizados na triagem de 

paciente com diagnóstico clínico sugestivo. (REY, 2010; COSTA-CRUZ, 2016). Os testes de
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imunofluorescência indireta (RIFI), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) e 

immunoblotting (IB) destacam-se por apresentarem elevadas taxas de sensibilidade e 

especificidade na detecção de anticorpos específicos ao parasito. Essas características são 

imprescindíveis, pois complementam a análise parasitológica tradicional, simplificando o 

diagnóstico e superando a baixa sensibilidade dos exames de fezes (MACHADO et al., 2008; 

FELICIANO et al., 2010; KROLEWIECKI et al., 2013; BOUNFRATE et al., 2015).

1.6 Modelo Experimental

Dentre as limitações para a padronização de testes imunológicos está a dificuldade em se 

obter e manter larvas filarioides de S. stercoralis em laboratório. Assim, tornou-se 

conveniente a padronização e utilização de antígenos heterólogos provenientes de 

Strongyloides ratti e Strongyloides venezuelensis que infectam as mesmas espécies de 

roedores, e são fáceis de manter em laboratório. A composição antigênica das espécies tem se 

demonstrado bastante compatível, sendo que essas espécies podem ser utilizadas na obtenção 

de antígeno heterólogo e sua consequente aplicação no imunodiagnóstico da estrongiloidíase 

humana substituindo o antígeno de S. stercoralis (COSTA-CRUZ et al., 2003; MACHADO et 

al., 2008; FELICIANO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2010; GONZAGA et al., 2011; VINEY, 

KIKUCHI, 2015).

1.7 Antígenos de excreção/secreção

Os produtos de excreção/secreção (E/S) constituem proteínas importantes, que 

desempenham funções biológicas vitais em organismos vivos que vão desde bactérias até 

mamíferos, podendo apresentar 20% do proteoma de um organismo. Essas proteínas, por
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estarem presentes no espaço extracelular e superfície celular, podem estar envolvidas em 

processos celulares vitais e, até mesmo, na regulação da resposta imune do hospedeiro. Por 

suas características vitais a um organismo vivo, as proteínas E/S tornaram-se foco de 

pesquisas imunológicas de helmintos, pois estes parasitos são capazes de modificar e adaptar 

seu ciclo biológico dentro de um hospedeiro, no objetivo de evadir ao ataque do sistema 

imunológico. Modelos de estudo como S. venezuelensis ou S. ratti, para obtenção de produtos 

E/S, são vantajosos pois estes apresentam um ciclo de vida relativamente curto e de fácil 

manutenção (NAGARAJ et al., 2008; SOBLIK et al., 2011). Alguns estudos já foram 

realizados com as espécies de S. stercoralis e S. ratti e outros helmintos, a fim de procurar 

entender o comportamento dos produtos de excreção e secreção, e suas diversas formas de 

produção in vitro, como mostrado na tabela 1. No entanto, estudos com S. venezuelensis no 

imunodiagnóstico da estrongiloidíase humana ainda não foi reportado.

Desta forma, sabe-se que o estudo da estrongiloidíase humana torna-se cada vez mais 

importante devido aos casos de infecções crônicas assintomáticas com baixa eliminação de 

larvas nas fezes, assim como ao fato de ser potencialmente fatal em casos de hiperinfecção e 

em indivíduos imunossuprimidos. Portanto, há a necessidade do desenvolvimento de métodos 

diagnósticos que apresentem bons parâmetros, ou seja, mais sensíveis e específicos. De tal 

forma, este estudo visa inovar e otimizar o diagnóstico da estrongiloidíase humana a partir da 

utilização inédita do antígeno de E/S de S. venezuelensis.
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Tabela 1: Relação dos estudos com produtos de excreção/secreção em diferentes helmintos e diferentes espécies do gênero Strongyloides

Parasito/ Forma 
evolutiva

Número
de

parasitos

Tempo Incubação Meio Dosagem Autor (Ano)

Strongyloides 
stercoralis / L3

50.000 a
100.000

24-48 h 33°C- 8% CO2 DMEM + antibióticos N/C BRINDLEY et 
al. (1988)

Toxocara canis / L3 N/C N/C N/C Bradford CAMARGO et 
al. (1992)

Ancylostoma 
caninum/ L3

250 24 h 37°C- 5% CO2 RPMI + HEPES + 
antibióticos

N/C HAWDON, 
DATU (2003)

Anisakis simplex/ L3 60 N/C 37°C- 5% CO2 RPMI + antibióticos 
PBS + antibióticos

N/C HWANG et al. 
2003

S. stercoralis/ adulto 10 6 h 37°C PBS Lowry et al. EL-
BRADY(2009)

Strongyloides ratti/ 
L3

30.000 24 h 37°C RPMI + HEPES + 
antibióticos

N/C SOBLIK et al. 
(2011)

L3= larva filarioide de terceiro estádio; DMEM= Dulbecco Modification of Minimum Essential Media; RPMI= Roswell Park Memorial Institute; 
HEPES= 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid; PBS= Phosphate buffered saline; N/C= não consta no artigo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

S  Produzir antígenos de excreção/secreção (E/S) de larvas filarioides de S. venezuelensis 

para utilização no diagnóstico da estrongiloidíase humana.

2.2 Objetivos Específicos

S  Produzir antígeno Excreção/Secreção de larvas filarioides de S. venezuelensis “in 

vitro ".

S  Comparar dois meios distintos na produção de antígeno de excreção/secreção.

S  Diferenciar os antígenos de excreção/secreção por meio de SDS-PAGE.

S  Avaliar a detecção de IgG por ELISA em amostras de soro humano utilizando 

antígenos de excreção/secreção.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os princípios 

éticos em pesquisa em humanos sob protocolo 1.172.751, submetido ao Comitê de Ética em 

Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlândia (UFU).

As amostras de soro humano utilizadas neste estudo estavam disponíveis e 

armazenadas no Banco de Amostras Biológicas, do Laboratório de Diagnóstico de 

Parasitoses, e sua manutenção foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP/UFU) 

sob o protocolo de n° 041/2008.

A cepa de S. venezuelensis foi mantida em conformidade com projeto “Manutenção da 

cepa de Strongyloides venezuelensis em Rattus novergicus Wistar” aprovado sob o parecer do 

Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA/UFU) de n° 075/2008.

3.2 Obtenção de larvas L3 de Strongyloides venezuelensis

A cepa L-2 de S. venezuelensis (BRUMT, 1934) utilizada neste estudo foi obtida a 

partir de fezes do roedor selvagem da espécie Bolomys lasiurus (abril de 1986), e mantida por 

sucessivas passagens em ratos Wistar (Rattus norvegiccus) no Laboratório de Diagnóstico de 

Parasitoses, do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade Federal de Uberlândia 

(UFU), Minas Gerais, Brasil. Os animais foram inoculados subcutaneamente com larvas L3, e 

após 8 dias de infecção as fezes foram coletadas e cultivadas em carvão. As culturas foram
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armazenadas a 28 ° C durante 72 h, em estufa BOD, de acordo Loss (IN: NEVES et al., 

2016). As larvas L3 foram colhidas e concentradas utilizando o método Rugai et al. (1954), 

sendo parte utilizada na infecção de novos animais para manutenção da cepa, e outra parte 

utilizada na produção do extrato salino total e dos antígenos de excreção/secreção (E/S).

As larvas obtidas para produção de antígenos foram transferidas para um tubo cônico 

contendo solução salina tamponada com fosfato (PBS 0,1 mol/L, pH 7,2), adicionado com 

hipoclorito de sódio a 0,25%, suplementado com 100 U/mL de Penicilina e 100 mg/mL de 

estreptomicina; seguido de centrifugação a 1280 x g  durante 5 min. Após centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e as larvas passaram por três ciclos de lavagem com PBS 

suplementado com 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina. Entre cada passo 

de lavagem, o tubo foi centrifugado a 1280 x g  durante 5 min. No final dos ciclos de lavagem, 

as larvas foram coletadas e utilizadas para a produção de SE e antígeno E/S in vitro.

3.3 Produção de extrato salino total de S. venezuelensis

O extrato salino total foi produzido de acordo com Gonzaga et al. (2011) com 

modificações. Aproximadamente 300.000 larvas filarioides L3 de S. venezuelensis foram 

ressuspensas em PBS (0,1 mol/L, pH 7,2) com a adição de inibidores de protease (ULTRA 

minicomplete, Roche, Mannheim, Alemanha) e rompidas por 10 ciclos de congelamento (1 

min, -196 °C) e descongelamento seguido por maceração. A solução foi então centrifugada a 

12.400 x g  durante 30 min. a 4 °C, e recolheu-se o sobrenadante (SE). A dosagem proteica foi 

determinada pelo método de Lowry et al. (1951) e o SE de larvas L3 de S. venezuelensis foi 

então armazenado a -20 °C até sua utilização.
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3.4 Produção de antígenos de excreção/secreção de larvas L3 de S. venezuelensis em 

meio RPMI ou PBS

O antígeno de excreção/secreção (E/S) foi produzido in vitro de acordo com Soblik et 

al., 2011, com modificações. As larvas L3, obtidas conforme descrito anteriormente, foram 

transferidas para placas de cultura de 12 poços contendo meio RPMI 1640 (meio Roswell 

Park Memorial Institute 1640) suplementado com HEPES [4- (2-hidroxietil) -1- 

piperazinoetanossulfónico] 10 mM, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL) ou 

PBS acrescido de penicilina e estreptomicina em uma concentração de 30.000 

larvas/mL/poço. As placas contendo larvas L3 em meio RPMI ou PBS permaneceram em 

estufa a 37 °C durante 24 h e o meio foi recolhido e substituído por novo meio a cada 24 h, 

mantendo as larvas viáveis durante um período máximo de 72 h. O meio recolhido foi 

centrifugado a 1.280 x g  durante 5 min e o sobrenadante foi recolhido e adicionado 100 

pL/mL de inibidor de protease (ULTRA mini, Roche, Mannheim, Alemanha).

Os sobrenadantes obtidos a partir de culturas de larvas foram concentrados em 

Amicon® Ultra-15 10K Centrifuge Filter (Merck Millipore Ltd. Tullagreen, Carrigtwohill, 

Co. Cork, Irlanda) com centrifugação a 5000 x g  durante 20 min a 4 °C. Os produtos 

antigênicos, após concentração, em meio RPMI e PBS foram dosados pelo método de Lowry 

et al. (1951) e armazenado a -20 °C para posterior uso.
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3.5 Amostras de soro

Para avaliar a detecção de anticorpo IgG anti-S. stercoralis, 150 amostras de soro 

humano foram utilizadas, divididas em 5 grupos:

St + (Imunocompetentes positivos para S. stercoralis): 30 amostras de pacientes 

imunocompetentes, com diagnóstico parasitológico positivo para a estrongiloidíase.

St- (Imunocompetentes negativos para S. stercoralis): 30 amostras de indivíduos 

saudáveis, imunocompetentes e negativos para parasitas intestinais em exame parasitológico 

de fezes.

OP (Outras parasitoses): 30 amostras de pacientes com outras doenças parasitárias, 

incluindo: (n= 4) Ancilostomídeos, (n= 5) Ascaris lumbricoides, (n= 4) Hymenolepis nana, 

(n= 4) Giardia lamblia, (n= 3) Schistosoma mansoni, (n= 6) Enterobius vermicularis, (n= 1) 

Trichuris trichiura, (n= 3) Taenia sp.

IS+ (Imunossuprimidos positivos para S. stercoralis): 30 amostras de pacientes 

imunossuprimidos (n= 4 AIDS, n= 4 diabéticos, n= 10 etilistas, n = 5 tuberculose, n= 6 

câncer, n= 1 etilista + câncer).

IS- (Imunossuprimidos negativos para S. stercoralis): 30 amostras de indivíduos 

imunossuprimidos (n= 9 AIDS, n= 4 diabetes, n= 6 etilistas, n= 3 tuberculose, n= 8 câncer), 

negativos para parasitos intestinais.

Os pacientes imunocompetentes positivos e negativos para S. stercoralis e 

imunossuprimidos positivos e negativos para S. stercoralis tiveram diagnostico confirmado 

por exame parasitológico de fezes, realizado em três amostras cada pelos métodos Baermann- 

Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e Hoffman, Pons e Janer (1934). Os
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pacientes positivos para outras parasitoses tiveram diagnóstico parasitológico confirmado pelo 

método de Ritchie (1948) com três amostras cada.

3.6 Eletroforese em gel de poliacrilaniida na presença de dodecil sulfato de sódio 

(SDS-PAGE).

Para avaliar o perfil eletroforético dos antígenos em estudo, os mesmos foram 

submetidos à eletroforese vertical em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%, conforme 

descrito por Laemmli, 1970.

O gel foi montado entre placas de vidro com espaçadores de 0,75mm de espessura. 

Para a preparação do gel de separação foi utilizado Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8 (Vetec); SDS 

(Dodecil Sulfato de Sódio, Pharmacia NJ, EUA) a 1%; EDTA (ácido etileno-dianimo-tetra- 

acético, Gibco-Brl, NY, USA) a 2 mM; solução de acrilamida (Pharmacia) a 30%; 

bisacrilamida (N,N’-metileno-bis-acrilamida, Sigma Chem. Co., St Louis, MO) a 0,8%; água 

destilada; TEMED (N,N,N,N-tetrametil-amonometano, Sigma) a 0,125% a APS (persulfato 

de amônio, Vetec, RJ, Brasil) a 0,125%.

Em seguida, foi realizada a preparação do gel de empilhamento utilizando Tris-HCl 

0,125M, 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%. Sendo este depositado sobre o gel de 

separação e moldado com o “pente” para formação de poços para aplicação das amostras. 

Após polimerização completa, foram aplicados 20 pL de cada antígeno diluídos em tampão 

de amostra (10 mmol/L de tampão Tris/HCl (pH 8,0) contendo 1 mmol/L de EDTA, 2% de 

SDS, 10% de glicerol e 2,5% (v/v) de P-mercaptoetanol) em um proporção 1:9, previamente 

incubados a 100 °C por 5 min em banho-maria. As amostras foram executadas em simultâneo
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com o padrão de peso molecular Marker Recom ™ Blue Range Wide Range (N.° de catálogo 

RE001, Royal Biotech Corporation e RBC, Taiwan) no sistema de electroforese vertical 

miniVE SE-300-10A-10 (Hoefer, Inc., San Francisco, EUA). O gel foi corado por nitrato de 

prata de acordo com Friedman (1982), modificado com aceleração por aquecimento em 

micro-ondas, para posterior análise.

3.7 ELISA para a detecção de anticorpos IgG anti-Strongyloides stercoralis em

amostras de soro humano

As amostras de soro humano foram analisadas por ELISA para detecção de anticorpos 

IgG anti-S. stercoralis, de acordo com Feliciano et al., 2010. Microplacas de poliestireno de 

baixa afinidade (Greiner Bio-one, Alemanha) foram sensibilizadas com 50 pL/poço dos 

antígenos SE ou E/S (RPMI ou PBS) de larvas L3 de S. venezuelensis diluídas em tampão 

carbonato-bicarbonato 0,06 M, pH 9,6 a uma concentração de 5 pg/mL, e incubou-se 

overnight a 4 °C. As placas foram então lavadas três vezes com PBS contendo Tween-20 

(PBS-T) durante 5 min e depois bloqueadas com 200 pL de leite em pó desnatado diluído em 

PBS-T a 3% (PBS-TM 3%) durante 30 min a 37 ° C em câmara úmida. Após novo processo 

de três lavagens por 5 min em PBS-T, foram adicionados 50 pL/poço das amostras de soro 

diluídas em PBS-T (1:80) e incubadas durante 45 min a 37 ° C. As placas foram novamente 

lavadas três vezes de 5 min com PBS-T, e então foram adicionados 50 pL de conjugado anti- 

IgG humano marcado com peroxidase (Sigma-AldrichCo., Deisenhofen, Alemanha) com 

titulação ótima de 1:2000 durante 45 min a 37 °C. Depois de três ciclos de lavagem de 5 min 

em PBS-T, a reação foi revelada pela adição de 50 pL do substrato H2O2 (Merck KGaA® 

Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e solução cromógena o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma- 

AldrichCo., Deisenhofen, Alemanha). Após 15 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo
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da luz, a reação foi interrompida pela adição de 25 pL de solução de H2SO4 2N. Os valores de 

densidade óptica (OD) foram determinados a 492 nm em leitora de ELISA (Polaris, Celer 

Biotecnologia S / A, Belo Horizonte MG, Brasil). Os dados foram expressos em Índice 

ELISA (IE) como se segue: IE = OD/cut-off, onde o cut-off foi a média de todos os soros 

negativos mais três desvios padrão.

3.8 Análise estatística

Os dados foram analisados utilizando o pacote de dados GraphPad 6.0 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, EUA). Os valores de IE foram submetidos ao "two-graph receiver 

operating characteristic” (TG-ROC), que avalia simultaneamente os valores de sensibilidade 

e especificidade para determinar o ponto ótimo da reação de todos os antígenos (GREINER, 

SOHR, GÕBEL, 1995). Os valores de IE acima do ponto de reação ótimo foram considerados 

positivos. Para dados não paramétricos, utilizou-se a análise estatística de Kruskal-Wallis para 

julgamento entre os diferentes grupos para o mesmo antígeno e a variância de Friedman para 

análise dos mesmos grupos em diferentes antígenos, com P <0,05 considerado 

estatisticamente significativo.

A sensibilidade, especificidade e a eficiência diagnóstica (ED), bem como valores 

preditivos positivos (VPP), valores preditivos negativos (VPN) e índice de Youden foram 

calculados de acordo com Mineo et al., 2005.

Para a análise qualitativa de frações proteicas no perfil electroforético, foi utilizado o 

software ImageJ 1.48 (Instituto Nacional de Saúde Mental, Bethesda, Maryland, EUA) para 

determinar os pesos moleculares das frações com base nos valores do padrão de peso

molecular.
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4. RESULTADOS

4.1 Perfil eletroforético para os três antígenos

A Figura 1 mostra o perfil eletroforético dos antígenos SE, E/S RPMI e E/S PBS de larvas 

L3 de S. venezuelensis depois da corrida em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) e 

coloração com nitrato de prata. O antígeno SE apresentou frações de proteína com pesos 

moleculares variando de 2 a 110 kDa em um total de 13 frações proteicas, o antígeno E/S 

RPMI exibiu frações que variaram de 6 a 62 kDa e o antígeno E/S PBS apresentou frações de 

peso molecular de 15 a 240 kDa, ambos com um total de nove frações de proteínas. Frações 

proteicas de 62, 44, 39, 33 e 18 kDa foram compartilhadas entre todos os antígenos, enquanto 

frações de 110, 25, 22, 16 e 2 kDa estavam presentes apenas no antígeno SE, fração de 48 

kDa e frações de 240 e 55 kDa estavam presentes apenas nos antígenos E/S RPMI e E/S PBS, 

respectivamente.
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Figura 1: Perfis eletroforéticos dos antígenos extrato salino (SE), excreção/secreção (E/S) em 

meio RPMI e em PBS de larvas filarioides L3 de Strongyloides venezuelensis, com base no 

peso molecular padrão (P.M.) em SDS-PAGE a 12% e coloração por nitrato de prata; análise 

pelo software ImageJ, com pesos moleculares apresentados em kilodaltons (kDA).
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4.2 Detecção de IgG por ELISA utilizando antígenos SE, E/S RPMI e E/S PBS

Os períodos de sobrevivência de larvas L3 de S. venezuelensis em cultura variaram de 

24 h a 120 h para as mantidas em meio RPMI e de 24 a 72 h para as mantidas em PBS, sendo 

que a uma maior sobrevida para as larvas cultivadas em meio RPMI suplementado ocorreu, 

possivelmente, devido à presença de substratos orgânicos, por isso padronizou-se os 

experimentos em um período máximo de 72 horas para ambas as culturas, desde que trocado 

o meio a cada 24 h.

O ponto ótimo da reação determinado pela curva TG-ROC, entre os antígenos (SE, 

E/S RPMI e E/S PBS), foi igual a 1,2 como mostra a figura 2.

Figura 2: Determinação do cut-off através da curva TG-ROC, relacionando especificidade 

(Es) e sensibilidade (Se) entre todos os antígenos utilizados no estudo.
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A partir dessa determinação, o ELISA foi analisado comparando os cinco grupos de 

pacientes para cada antígeno (Figura 3), mostrando que houve diferença estatística entre os 

grupos. Na análise da detecção de IgG pelo antígeno SE, foram observadas diferentes 

comparações estatísticas entre os grupos, P<0,05 entre St- e OP; P <0,01 entre OP e IS +, OP 

e IS-; P<0,005 entre St + e OP; P <0,001 entre St + e St-, St + e St-, St- e IS +, IS + e IS-. Ao 

se analisar a detecção de IgG a partir dos antígenos RPMI e PBS E/S, observou-se diferença 

estatística, com P <0,001, entre St + e St-, St + e OP, St + e IS-, St- e IS +, OP e IS +, IS + e 

IS-. Ao comparar os três antígenos utilizados no estudo e os respectivos grupos, tanto E/S 

RPMI e E/S PBS apresentaram maior especificidade quando observados os grupos de outras 

parasitoses (OP), uma vez que o antígeno SE apresentou maior número de falsos positivos 

para esse mesmo grupo (Figura 4). A detecção de anticorpos anti-A. stercoralis apresentou 

uma estatística de P <0,05 entre o grupo IS- de RPMI e SE e entre o grupo St + de PBS e SE; 

P <0,01 entre o grupo IS + de RPMI e SE; P <0,001 entre o grupo St + de RPMI e SE, OP de 

PBS e SE, OP de RPMI e SE e IS + de RPMI e PBS.
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Figura 3: Detecção de IgG por ELISA utilizando antígeno SE (A), antígeno de E/S em meio 

RPMI (B) e antígeno de E/S em PBS (C), de larvas L3 de S. venezuelensis, comparando entre 

os diferentes grupos de pacientes: Imunocompetentes positivos para S. stercoralis (St+), 

Imunocompetentes negativos para parasitoses intestinais (St), Outras parasitoses (OP), 

Imunosuprimidos positivos para S. stercoralis (IS+) e Imunosuprimidos negativos para 

parasitos intestinais (IS-). As linhas pontilhadas indicam o limiar de reatividade da TG-ROC 

(=1,2). Considerado estatisticamente significante: *P<0,05, **P<0,01, *** P <0,005, **** P 

<0,001.



4-i
*"*■*-*■

m
<
_ i
LU
CL)O

TJ
C

r

r

□  SE
□  RPMI 
m  PBS

U r # * *

OP IS+ IS-

Figura 4: Detecção de IgG por ELISA comparando os diferentes antígenos S. veneznelensis (Extrato Salino 

Total, Excreção/Secreção em meio RPMI e Excreção/Secreção em PBS) entre os respectivos grupos de 
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Imunosuprimidos negativos para parasitos intestinais (IS-). A linha pontilhada indica o limiar de reatividade da 

TG-ROC (=1,2). Como significância estatística: *P<0,05; **P<0,01; ****P<0,001.
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O antígeno E/S PBS apresentou maiores valores de sensibilidade (95,0%), 

especificidade (96,7%), eficiência diagnóstica (96,0%). Os dados referentes à sensibilidade, 

especificidade, eficiência diagnóstica, valores preditivos positivos, valores preditivos 

negativos e Índice de Youden calculados para os testes ELISA são demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2: Sensibilidade, especificidade, eficiência diagnóstica (ED), valores preditivos 

positivos (VPP), valores preditivos negativos (VPN) e Índice de Youden (J) na detecção de 

anticorpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando extrato salino total (SE), 

antígeno de excreção/secreção em meio RPMI e antígeno de excreção/secreção em PBS, no 

teste ELISA.

Amostras ELISA

Antigênicas Sensibilidade

(%)

Especificidade

(%)

ED (%) VPP VPN J

SE 93,3 77,8 84,0 0,74 0,95 0,71

RPMI 86,7 94,4 91,3 0,91 0,91 0,81

PBS 95,0 96,7 96,0 0,95 0,97 0,91
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5. DISCUSSÃO

O desenvolvimento de testes diagnósticos mais sensíveis e específicos é de grande 

importância na detecção e direcionamento do tratamento da doença em indivíduos com 

estrongiloidíase (KROLEWIECKI et al., 2013; REQUENA-MÉNDEZ et al., 2013). Estudos 

com antígeno de excreção/secreção em outros parasitos intestinais procuram desenvolver e 

melhorar o diagnóstico destas parasitoses. Desta forma, antígenos obtidos a partir de produtos 

de excreção e secreção de parasitos são apresentados como ferramentas promissoras no 

desenvolvimento de diagnósticos sorológicos mais efetivos.

No presente estudo, a produção de antígeno E/S de larvas L3 de S. venezuelensis e sua 

aplicação no imunodiagnóstico da estrongiloidíase humana foi realizada. O antígeno E/S de 

larvas L3 teve um bom rendimento quanto ao volume obtido em meio RPMI e PBS. A coleta 

e reabastecimento de meio de cultura a cada 24 h permitiu obter um volume final de antígeno 

que pôde ser concentrado e utilizado em testes de imunodiagnóstico para proporcionar 

detecção de anticorpos anti-S. stercoralis em amostras de soro humano. Em outros estudo, 

utilizando os antígenos de excreção-secreção de Toxocara canis nos testes de dot-ELISA e 

ELISA, detectou-se anticorpos específicos contra a parasitose, demonstrando que o antígeno 

era estável, de bom rendimento em seu volume final, fácil de realizar e de baixo custo 

(CAMARGO et al., 1992).

Estudos prévios com diferentes espécies do gênero Strongyloides observaram tempos 

de cultivo semelhantes. Em um estudo utilizando larvas L3 de S. stercoralis em meio DMEN 

em uma concentração de 50.000 a 100.000 larvas/mL foi mantida em cultura por períodos de 

24 a 48 h. Segundo outros autores, ass larvas L3 de S. stercoralis em PBS tiveram tempo de 

cultura de 6 h com concentração a 10.000 larvas/mL (BRINDLEY et al., 1988; EL-BADRY, 

2009). Com larvas L3 de S. ratti, um estudo manteve culturas durante 24 a 72 horas a uma
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concentração de 30.000 larvas/ml de meio RPMI-1640 suplementado com estreptomicina, 

penicilina e HEPES (SOBLIK et al., 2011). A viabilidade entre os parasitos em cultura pode 

variar mesmo entre parasitos do mesmo gênero e, principalmente, entre organismos 

diferentes, por exemplo, larvas L1 de Trichinela spiralis sobrevivem 4 a 5 dias enquanto 

adultos Heligmosomoides polygrus permanece em cultura por até 20 dias. O ambiente que 

estaria presente no sistema nativo está ausente nas culturas e isto pode produzir um efeito 

sobre o padrão metabólico de excreção e secreção do parasito. Métodos de coleta dos 

antígenos de E/S dependem do parasito, seu ciclo de vida e como os produtos de excreção e 

secreção são liberados pelos parasitos (MARCILLA et al., 2012, WHITE, ARTAVANIS- 

TSAKONAS, 2012).

Quanto à caracterização por eletroforese em gel de poliacrilamida em condições 

desnaturantes dos antígenos produzidos no estudo, os três antígenos (SE, E/S RPMI e E/S 

PBS) compartilharam frações proteicas de mesmo peso molecular, enquanto poucas frações 

proteicas foram particulares de cada antígeno. Acredita-se que essa partilha está relacionada 

ao fato de que os produtos de excreção e secreção do parasito estão presentes no antígeno SE 

enquanto a particularidade de algumas frações estão presentes em apenas um antígeno pode 

estar relacionada ao fato de que o RPMI é um meio enriquecido, ao passo que o PBS não 

apresenta substâncias orgânicas que possam servir de substrato para as larvas, podendo 

ocorrer liberação de proteínas diferenciadas.

No teste ELISA, todos os antígenos foram capazes de ser detectados por anticorpos 

IgG anti-A stercoralis. O antígeno E/S PBS apresentou os melhores resultados, reduzindo o 

número de falso positivos nos grupos St-, IS- e OP quando comparados aos antígenos SE e 

RPMI E/S. O antígeno SE mostrou sensibilidade melhorada quando comparado com o 

antígeno E/S RPMI, mas a reatividade cruzada com SE foi mais evidente demonstrando uma 

redução da especificidade em relação ao antígeno RPMI E/S. Quando observamos os grupos
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St+, St-, IS+ e IS-, eles não apresentaram diferença estatística quando comparados os grupos 

St+ com IS+ e St- com IS- para todos os antígenos, demonstrando que não houve diferença 

entre a detecção de IgG anti-S. stercoralis quando ocorre uma condição imunossupressora.

Ao analisar a detecção de anticorpos IgG anti-S. stercoralis comparando os diferentes 

antígenos apresentados no estudo, observou-se que o grupo St+ apresentou diferença 

estatística entre todos os antígenos. O grupo OP apresentou diferença estatística entre o SE 

com E/S RPM e antígenos E/S PBS. Quanto aos grupos de pacientes imunossuprimidos, 

observou-se diferença estatisticamente significativa entre os antígenos E/S RPMI e E/S PBS 

com significância inferior entre o antígeno SE e E/S RPMI.

Em um estudo com pacientes imunossuprimidos, utilizando antígeno bruto e suas 

outras frações no diagnóstico sorológico da estrongiloidíase humana, observou-se que o 

antígeno bruto apresentava sensibilidade e especificidade relativamente baixa no teste ELISA 

(SILVA et al., 2014). Comparando-se o extrato salino total e o antígeno alcalino e suas 

respectivas frações obtidas pelo processo Triton-114, observou-se que os antígenos obtidos 

pelas frações, em particular, a fração detergente do antígeno salino total foram superiores no 

diagnóstico em relação ao antígeno total (FELICIANO et al; 2010). Um estudo que procurou 

detectar IgG anti-Anisakis simplex a partir de antígenos excretórios e secretórios de larvas 

filaroides produzidos em meios RPMI e PBS mostrou que o antígeno produzido em PBS era 

superior ao antígeno produzido em meio RPMI (HWANG et al., 2003).

Embora não existam relatos na literatura científica a respeito dos antígenos E/S de S. 

venezuelensis, a pesquisa com outras espécies do gênero Strongyloides é bem relatada. 

Pesquisas sobre proteínas excretoras e secretoras de diferentes estádios de vida de S. ratti, 

consideradas geneticamente semelhantes ao S. stercoralis, já foram descritas. Estudos com o 

objetivo de identificar o secretoma e proteoma das diferentes formas evolutivas de S. ratti 

encontraram 586 proteínas diferentes, das quais 193 eram próprias de larvas de terceiro



40

estádio, que se aplicaram na detecção de anticorpos anti-£ ratti no soro de ratos infectados 

apresentaram resultados satisfatórios (SOBLIK et al., 2011).

A resposta imunológica aos helmintos é predominantemente o perfil de Th2. Os 

produtos excretores e secretores de helmintos podem influenciar a apresentação do antígeno 

suprimindo a ativação das células de perfil Th1 ou Th17 e apoiando o desenvolvimento de 

células de perfil Th2. Os produtos de excreção e secreção podem alterar as células dendríticas 

impedindo receptores específicos tais como CD40, CD80 e CD86, impedindo a síntese de 

moléculas pró-inflamatórias auxiliando no deslocamento para o perfil Th2 (SALGAME; 

YAP; GAUSE, 2013). Esta modulação da resposta imune e sua participação direta no 

desenvolvimento de um perfil de resposta pode explicar a maior especificidade observada nos 

antígenos E/S em comparação com SE. Estas modulações por estes antígenos podem produzir 

antígenos específicos com elevada imunogenicidade e antigenicidade sendo interessante a sua 

utilização devido ao seu reconhecimento que permite um diagnóstico mais específico. O 

antígeno SE apresenta, supostamente, elevada reatividade cruzada devido a proteínas comuns 

a outros parasitas que são mantidas durante a evolução dos parasitas ligados à filogenia destes 

parasitos.
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6. CONCLUSÕES

S  Os antígenos dos produtos de excreção e secreção de larvas L3 de S. venezuelensis são 

uma alternativa na busca de um diagnóstico sorológico mais específico e sensível para 

a estrongiloidíase humana.

S  Os antígenos E/S produzidos em meios RPMI e PBS, apresentaram maior eficácia no 

teste ELISA quanto à especificidade, quando comparados com o antígeno SE 

comumente utilizado em testes imunológicos.

S  Apenas o antígeno E/S em meio PBS apresentou-se mais sensível que o antígeno já 

utilizado como opção diagnóstica.

S  A detecção de anticorpos IgG anti-S. stercoralis em pacientes com estrongiloidíase e 

pacientes com condições imunossupressoras utilizando antígenos E/S de larvas de S. 

venezuelensis L3 foi satisfatório.

S  O produto de E/S em meio PBS apresentou maior eficiência diagnóstica, mostrando-se 

mais sensível e específico que as demais opções de antígenos para o

imunodiagnóstico.
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