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RESUMO 

 

Estrongiloidiase humana é uma importante parasitose intestinal em todo mundo, 50% das 

pessoas infectadas são assintomáticas, entretanto pode haver hiperinfecção e disseminação em 

pacientes imunocomprometidos, levando à morte. A detecção precoce da doença previne o 

desenvolvimento das síndromes de hiperinfecção e disseminação, assim, o uso de uma 

ferramenta diagnóstica eficiente é de grande importância para identificar e controlar esta 

parasitose. Devido à falta de eficiência nos testes parasitológicos e sorológicos disponíveis 

atualmente para detectar estrongiloidiase humana é necessário aprimorar os testes 

imunodiagnósticos utilizando antígenos recombinantes e sintéticos, uma vez que há 

limitações para obter e utilizar antígenos homólogos, produzidos a partir do parasito. O 

objetivo deste trabalho foi selecionar por Phage display peptídeos miméticos a Strongyloides 

stercoralis ligantes a imunoglobulinas G de pacientes com estrongiloidiase. Uma biblioteca 

PhD
TM

-C7C foi utilizada no processo de seleção e o DNA dos clones selecionados foi 

extraído, sequenciado e analisado por ferramentas de bioinformática. Os testes ELISA foram 

feitos utilizando cinco clones de fagos distintos, os quais tiveram similaridades significantes 

com proteínas de S. stercoralis, e dois peptídeos sintéticos correspondentes às sequências 

expressas por dois clones selecionados. A especificidade de ligação de cada clone de fago ao 

pool de soros de pacientes com estrongiloidiase foi analisada por ELISA de competição. 

Sensibilidade, especificidade, eficiência diagnóstica, áreas sob a curva e razão de 

verossimilhança foram calculados para cada antígeno. Todos os clones de fagos analisados 

apresentaram alto potencial diagnóstico alcançando área sob a curva maiores que 0,8, se 

destacando o clone C9 com razoável sensibilidade (87,5%), especificidade (80%) e eficiência 

de diagnóstica (82,5%). Os peptídeos sintéticos C10 e D3 apresentaram desempenho 

diagnóstico superior, com áreas sob a curva maiores que 0,9 e excelente sensibilidade (95%, 

95%), especificidade (86,3%, 92,5%) e eficiência de diagnóstica (89,2%, 93,3%) 

respectivamente. Concluiu-se que os peptídeos selecionados por Phage display podem 

mimetizar epitopos de S. stercoralis e representam alternativa promissora aos antígenos 

atualmente disponíveis para utilização no diagnóstico da estrongiloidiase humana. 

 

Palavras chave: Estrongiloidiase, imunodiagnóstico, peptídeos, Phage display, mimotopos. 
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ABSTRACT 

 

Selection and application of recombinant and synthetic peptides obtained by phage 

display in the immunodiagnosis of human strongyloidiasis 

 

Human strongyloidiasis is an important intestinal parasitic infection worldwide, 50% of 

infected individuals are asymptomatic, however it can cause hyper infection and 

dissemination in immunocompromised hosts leading to death. Early detection of the disease 

prevents the development of hyper infection and dissemination syndromes, so the use of an 

efficient diagnostic tool has great importance to identify and control this parasitic disease. 

Due to the lack of efficiency in parasitological and serological tests currently available to 

detect human strongyloidiasis it is necessary to improve immunodiagnostic tests 

using recombinant and synthetic antigens once there are limitations to obtain and use 

homologous antigens produced from the parasite. The aim of this study was to select using 

phage display technology Strongyloides stercoralis mimetic peptides ligands to 

immunoglobulin G from patients with strongyloidiasis. The PhD
TM

-C7C library was used in 

the selection process and the DNA of the selected clones was extracted, sequenced and 

analyzed using bioinformatics tools. ELISA tests were done by using five distinct phage 

clones, which presented significant similarity with proteins from S. stercoralis, and the two 

synthetic peptides corresponding to the sequences displayed on two phage clones. Binding 

specificity of each phage clone to the pool of sera from patients with strongyloidiasis was 

analyzed by competitive ELISA. Sensitivity, specificity, diagnostic efficiency, area under 

curve and likelihood ratio were calculated for each antigen. All phage clones presented high 

diagnostic potential achieving area under curves higher than 0.8, the C9 clone presented 

reasonable sensitivity (87.5%), specificity (80%) and diagnostic efficiency (82.5%).Synthetic 

peptides C10 and D3 showed superior diagnostic performance, with areas under the curve 

greater than 0.9 and excellent sensitivity (95%, 95%), specificity (86.3%, 92.5%) and 

diagnostic efficiency (89 2%, 93.3%) respectively. It was concluded that the selected peptides 

by Phage display can mimic S. stercoralis epitopes and represent promising alternative to the 

currently available antigens for human strongyloidiasis diagnosis. 

 

Keywords: strongyloidiasis, immunodiagnosis, peptides, phage display, mimotopes. 
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1. INTRODUÇÃO 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, mais de 2 bilhões de pessoas estão 

infectadas com algum parasito intestinal, constituindo um problema de saúde pública. No 

Brasil estima-se que 50 milhões de pessoas, ou seja, 30% da população estão acometidas com 

alguma verminose (MONTEIRO et al., 1986; OMS, 2004). 

Estrongiloidíase é uma parasitose intestinal causada por nematódeos do gênero 

Strongyloides que acometem mamíferos, principalmente o homem, mas pode ser encontrada 

em outras espécies, tais como: aves, répteis e anfíbios (VINEY; LOK, 2007). O nematódeo do 

gênero Strongyloides, pertence ao reino Animalia, sub-reino Metazoa, Filo Nematoda, Classe 

Secernentea, subclasse Rhabditia, ordem Rhabiditia, família Strongyloididae. O gênero 

Strongyloides apresenta 52 espécies das quais somente duas foram descritas como infectantes 

para o homem, são elas: Strongyloides stercoralis, (Bavay, 1876) Stiles & Hassall (1902) 

considerada a de maior importância clínica, e Strongyloides fuelleborni (Grassi, 1879), 

causadora da estrongiloidíase humana na África e nas Filipinas (GROVE, 1996). 

O parasito S. stercoralis foi identificado pela primeira vez em 1876, pelo médico 

francês Louis Normand na cidade de Toulon; França, ao examinar fezes diarréicas de 

soldados franceses que trabalhavam na Cochinchina (atual Vietnã). Esta doença foi conhecida 

durante anos como diarréia da Cochinchina. A elucidação do ciclo evolutivo completo 

ocorreu apenas 50 anos após a descoberta do parasito. As formas parasitárias foram 

primeiramente descritas por Bavay em 1876, como Anguillula (latim Anguillula = pequena 

enguia ou peixe longo e stercus = esterco) para as encontradas na luz intestinal e como 

Anguillula intestinalis para as obtidas em necropsia (GROVE, 1996; SIDDIQUI; BERK, 

2001). 

Outras espécies, tais como Strongyloides venezuelensis e Strongyloides ratti são 

utilizadas como modelos experimentais em roedores para estudo da infecção humana, bem 

como para a biologia do seu agente causador (TAKAMURE, 1995; GROVE, 1996; CHIUSO-

MINICUCCI et al., 2010). Durante a infecção em roedores por S. venezuelensis, ocorre a 

migração das larvas através do pulmão antes de se estabelecerem na mucosa intestinal do 

hospedeiro sendo similar à migração de S. stercoralis em humanos (FERREIRA et al., 2007). 

A infecção por S. stercoralis normalmente é auto-limitada e de baixa morbidade em 

indivíduos imunocompetentes. No entanto, torna-se grave nos quadros de 

imunocomprometimento (FERREIRA et al. 1999; KEISER; NUTMAN, 2004; 
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VADLAMUDI; CHI; KRISHNASWAMY, 2006; MONTES et al. 2009; DAVE et al., 2014). 

Pacientes imunossuprimidos como, por exemplo, com HIV/AIDS, sob tratamento com 

corticosteróides, transplantados, com neoplasias, tuberculose, subnutrição e/ou alcoolistas, 

têm sua resposta imune celular comprometida, e dessa forma estão predispostos ao 

desenvolvimento de infecções graves causadas pelo S. stercoralis (OLIVEIRA et al., 2002; 

FERREIRA, 2005; SILVA et al., 2005; MARCOS et al., 2008; VAIYAVATJAMAI et al., 

2008; COSTA-CRUZ, 2011; ARNDT, et al., 2013). Outras doenças crônicas como, por 

exemplo, glomerulonefrite e diabetes mellitus também influenciam nos aspectos 

imunológicos, patogênicos e patológicos da estrongiloidíase (MENDONÇA et al., 2006).  

A estrongiloidíase humana acomete aproximadamente 50 a 100 milhões de pessoas em 

todo o mundo, mas acredita-se que o número de pessoas infectadas seja ainda maior, e apesar 

da alta prevalência ainda é considerada uma parasitose com risco de ser negligenciada. A 

doença pode evoluir para casos graves resultando em óbito (GROVE, 1996; VINEY; LOK, 

2007; MARCOS et al., 2008; MONTES; SAWHNEY; BARROS, 2010; SCHÄR et al., 2013; 

McCARTY; TURKELTAUB; HOTEZ, 2014). 

 

1.1. Aspectos biológicos de Strongyloides stercoralis 

 

As espécies de Strongyloides são as menores dentre os nematódeos e apresentam uma 

peculiaridade interessante: a única forma parasitária adulta presente no intestino delgado é a 

fêmea partenogenética, que se reproduz dentro do hospedeiro sem a presença do macho, 

liberando seus ovos no duodeno (GROVE, 1996).  

Essas espécies têm ciclos evolutivos complexos, e possuem seis formas evolutivas, 

adultos parasitários e de vida livre, morfologicamente distintos. A maioria destes helmintos 

apresenta a habilidade de se manter alternando gerações homogônicas ou diretas em ciclos 

parasitários; e heterogônicas ou indiretas, em repetidas proles de vida livre (MORAES, 1948; 

LEVINE, 1979; COSTA-CRUZ, 2011). As diferentes espécies do gênero têm ciclos de vida 

semelhantes (ANDERSON, 2000; FERREIRA et al., 2007; VINEY, LOK, 2007). 

As fêmeas partenogenéticas triplóides (3n) se instalam na mucosa intestinal e liberam 

de 30 a 40 ovos por dia, produzindo simultaneamente, três tipos de ovos que originam as 

larvas rabditóides, estas são encontradas nas fezes ou em fluidos intestinais. As larvas 

rabditóides (L2) podem ser triplóides (3n), diplóides (2n) ou haplóides (1n), e são liberadas no 

interior do hospedeiro. Estas fases evolutivas podem se desenvolver em dois ciclos distintos. 

O primeiro é o direto ou partenogenético, no qual as larvas rabditóides (3n) chegam ao meio 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCarty%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24241244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCarty%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24241244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hotez%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24241244
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externo com as fezes, e transformam-se diretamente em larvas filarióides (L3) infectantes. O 

segundo ciclo é o indireto ou de vida livre, no qual as larvas rabditóides (2n) e (1n) 

transformam-se, respectivamente, em fêmeas e machos de vida livre, que por reprodução 

sexuada, originam larvas filarióides infectantes (L3) (GROVE, 1996). 

Os hospedeiros humanos tornam-se infectados por S. stercoralis quando as larvas 

filarióides L3 penetram ativamente na pele íntegra ou ocasionalmente pelas mucosas, 

principalmente da boca e esôfago quando são deglutidas através de alimentos contaminados. 

Essas larvas secretam proteases que auxiliam tanto na penetração quanto na migração através 

dos tecidos. Após a penetração, as L3 caem na circulação sangüínea, passam pelo ventrículo 

direito, chegam aos capilares pulmonares onde se diferenciam em L4 e atravessam a 

membrana alveolar, migrando pela árvore brônquica até a faringe. As L4, então, podem ser 

expectoradas pelo reflexo da tosse que provocam, ou serem deglutidas, passando pelo 

esôfago, estômago e finalmente, atingindo o intestino e se instalando na mucosa do duodeno e 

jejuno, chegando à maturidade como fêmeas partenogenéticas parasitas que iniciam a 

oviposição. Os ovos de S. stercoralis são eliminados já larvados na mucosa intestinal do 

hospedeiro humano e eclodem antes da eliminação das fezes. Este fato torna difícil a 

visualização deles nas fezes de humanos infectados, a menos que o indivíduo esteja com 

diarréia grave. O período pré-patente (da penetração de L3 à oviposição da fêmea) para S. 

stercoralis em humanos é de aproximadamente 8-25 dias (ANDERSON, 2000; COSTA-

CRUZ, 2011).   

A contaminação do solo pelo parasita resulta do hábito de defecação no chão. Para que 

as larvas rabditóides sobrevivam no solo, desenvolvam-se até adultos machos e fêmeas de 

vida livre e se multipliquem, são necessárias algumas condições ambientais. O solo deve ser 

arenoso, poroso, rico em matéria orgânica, úmido e sem de luz direta. A temperatura ótima 

deve variar entre 25 a 30
o
C. A evolução torna-se lenta entre 11 e 19

o
C, e abaixo de 8

o
C as 

larvas rabditóides tornam-se inviáveis (REY, 2001). A hetero ou primoinfecção, que ocorre 

através da pele, é o modo usual de transmissão, mas há outros tipos de infecção, como 

autoinfecção que é característica peculiar deste parasito (TAKAMURE, 1995; VINEY; LOK, 

2007). A autoinfecção pode ocorrer tanto na forma externa (L2 na região perianal 

transformam-se em L3 e penetram nessa região) quanto interna (L2, ainda na mucosa 

intestinal, transformam-se em L3 que penetram na região do íleo e cólon). A autoinfecção é 

responsável pela longa permanência do parasito no hospedeiro e o principal fator no 

desenvolvimento das formas graves da estrongiloidíase (CARVALHO; PORTO, 2004). O 

processo de autoinfecção pode sofrer exacerbação com aumento do número de larvas e 
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fêmeas paternogenéticas, chamado de hiperinfecção, neste caso as formas podem se 

disseminar por todo organismo e persistir por muitas décadas (VINEY; LOK, 2007; COSTA-

CRUZ, 2011).  

 

1.2. Epidemiologia da estrongiloidíase humana 

 

Entre as infecções causadas por geo-helmintos, com transmissão via solo, a 

estrongiloidíase está entre os seis primeiros lugares, referindo-se apenas as infecções ativas. 

Contudo o número de pessoas potencialmente expostas ou com quadro de infecção sub-

clínico é muito maior (BETHONY et al., 2006; ELLIOTT; SUMMERS; WEINSTOCK, 

2007). 

Estima-se que entre 50 e 100 milhões de pessoas no mundo encontram-se infectadas 

com S. stercoralis (KOZUBSKY; ARCHELLI, 2004; VINEY; LOK, 2007; MONTES; 

SAWHNEY; BARROS, 2010). Três regiões mundiais foram definidas de acordo com a 

prevalência da infecção: esporádica (< 1%), endêmica (1-5 %) e hiperendêmica (> 5 %) 

(STUERCHLER apud PIRES; DREYER, 1993). 

A estrongiloidíase humana tem distribuição mundial heterogênea, as áreas endêmicas 

estão situadas, principalmente, entre os trópicos, onde o clima tropical favorece o 

desenvolvimento do parasito, especialmente nos países subdesenvolvidos ou em 

desenvolvimento da Ásia, América Latina e África Subsaariana (KOZUBSKY; ARCHELLI, 

2004; SANDOVAL et al., 2004; BOULWARE et al., 2007; FARDET et al., 2007, MARCOS 

et al., 2008; ANDRADE et al., 2010). Dentre esses países destacam-se a Colômbia, Peru, 

Brasil, Chile, República Central Africana, Zaire e Costa Rica (DE BONA; BASSO, 2008). 

América Latina e África apresentam índices preocupantes desta parasitose, a prevalência 

chega a 50% (NEUMANN; RITTER; MOUNSEY, 2012).  

Nas regiões desenvolvidas do mundo, como Sudeste da América do Norte e Europa, as 

infecções são freqüentes em trabalhadores do campo e também têm origem não autóctone em 

razão dos imigrantes e visitantes de áreas endêmicas (CELEDON et al., 1994; SIDDIQUI; 

BERK, 2001; MARCOS et al., 2008).  

No Brasil a prevalência da estrongiloidiase varia de 3,9% a 7,9% entre as cinco 

regiões do país, sem variação entre zona rural (4,8%) e área urbana (5,0%), representando 

grande importância de saúde pública. Esta prevalência está relacionada à precárias condições 

sócio econômicas associadas ao processo desordenado de urbanização, as quais favorecem a 

transmissão de parasitos intestinais devido à péssimas condições higiênico-sanitárias de 
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muitas regiões periféricas. As maiores taxas de prevalência foram encontradas nos estados do 

Amapá, Goiás, Rondônia e Minas Gerais. As taxas de infecção variam de acordo com a região 

analisada, o grupo populacional e os métodos de diagnóstico parasitológico empregados pelos 

pesquisadores, o que dificulta a comparação dos dados (KOZUBSKY; ARCHELLI, 2004; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005; DE BONA; BASSO, 2008; PAULA; COSTA-CRUZ, 

2011).  

Em Minas Gerais, na cidade de Uberlândia, utilizando métodos parasitológicos, foi 

reportado 13% de positividade em escolares (MACHADO; COSTA-CRUZ, 1998), 3,31% em 

crianças hospitalizadas (PAULA et al., 2000), 33,3% em alcoólatras (OLIVEIRA et al., 

2002), 12% em pacientes HIV positivos (SILVA et al., 2005); 3,8% em pacientes diabéticos 

(MENDONÇA et al., 2006), 9,1% em pacientes com câncer gastrointestinal (MACHADO et 

al., 2008a); 4,4 % em puérperas lactantes (MOTA-FERREIRA et al., 2009) e 5% em idosos 

(NAVES; COSTA-CRUZ, 2013). 

 

1.3. Aspectos clínicos da estrongiloidíase humana 

 

A maior parte dos indivíduos com estrongiloidíase possui a forma assintomática ou 

apresenta manifestações clínicas brandas (ROSSI et al., 1993; SEGARRA-NEWNHAM, 

2007). A patologia e a sintomatologia da estrongiloidíase não estão somente relacionadas à 

carga parasitária, mas também à fatores do hospedeiro. Entre estes fatores estão a diminuição 

da resistência orgânica e o estado de nutrição do paciente, podendo evoluir com largo espectro 

de manifestações clínicas. A doença pode evoluir desde as formas assintomáticas ou 

oligossintomáticas em indivíduos com baixa carga parasitária, até formas graves e fatais em 

pacientes imunocomprometidos, devido a desnutrição crônica, diabetes mellitus, lupus, 

insuficiência renal crônica, alcoolismo e corticoterapia prolongada (KEISER; NUTMAN, 

2004; GREINER; BETTENCOURT; SEMOLIC, 2008; VAIYAVATJAMAI et al., 2008; 

HOCHBERG et al., 2011). 

Clinicamente, a forma aguda da estrongiloidíase é pouco detectada em áreas 

endêmicas e as manifestações clínicas são decorrentes da penetração e migração da larva pela 

pele, o que pode ocasionar lesões eritêmato-papulosa pruriginosa conhecida como larva 

currens, e de sua passagem pelos pulmões. O paciente pode apresentar um quadro de 

broncoespasmo, tosse e desconforto respiratório, decorrentes da pnenumonite eosinofílica, 

conduzindo à síndrome de Loefller, que é caracterizada pelos infiltrados pulmonares na 

radiografia do tórax, acompanhados de eosinofilia periférica. A instalação das fêmeas na 
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mucosa intestinal do paciente pode ocasionar dor abdominal inespecífica ou epigastralgia de 

natureza semelhante a quadro ulceroso péptico (KEISER; NUTMAN, 2004; GRYSCHEK; 

SICILIANO, 2010). A forma crônica da estrongiloidíase pode ser leve, moderada ou grave; 

quando leve, geralmente é assintomática. Nas formas moderada e grave há predomínio de 

manifestações digestivas como dor abdominal, diarréia e vômitos, sendo estas manifestações 

mais intensas na forma disseminada, podendo levar à desidratação, síndrome da má absorção, 

isquemia mesentérica, distúrbios hidroeletrolíticos, hipoalbuminemia e, em alguns casos, a 

íleo paralítico. O envolvimento pulmonar acarreta em tosse e hemoptise relacionadas à 

migração larval (COSTA-CRUZ, 2011). 

A forma disseminada é decorrente de um quadro de hiperinfecção, caracterizada por 

uma grande migração das larvas oriundas de autoinfecção. Este estágio caracteriza a forma 

grave da estrongiloidíase, em que o parasito pode ser encontrado em vários órgãos como: 

sistema nervoso central, linfonodos mesentéricos, coração, pâncreas, rins, ovários e 

musculatura esquelética (FERREIRA et al., 1999; VADLAMUDI; CHI; KRISHNASWAMY, 

2006; VELOSO; PORTO; MORAES, 2008, FEELY et al., 2010; COSTA-CRUZ, 2011). 

Durante a disseminação as larvas filarióides penetram pela parede do intestino grosso, com 

isso podem carrear bactérias responsáveis por quadros infecciosos sistêmicos, que podem 

inclusive ocorrer durante a hiperinfecção. A forma disseminada da estrongiloidíase é 

frequentemente fatal, devido a sua rápida evolução e diagnóstico tardio (KEISER; NUTMAN, 

2004; SHORMAN; AL-TAWFIQ, 2009; GRYSCHEK; SICILIANO, 2010). 

 

1.4. Resposta imune do hospedeiro 

 

A imunidade desenvolvida pelo hospedeiro mediante infecção por nematódeo pode 

ocorrer por meio de mecanismos de destruição do verme adulto ou das larvas durante a 

autoinfecção. Na resposta imune estão envolvidas células T antígeno específicas que liberam 

citocinas e induzem a produção de anticorpos e mudanças inflamatórias (ONAH; NAWA, 

2000; PORTO et al., 2002; NEGRÃO-CORRÊA et al., 2006).  

Estudos envolvendo a resposta imune contra helmintos têm sido realizados em 

modelos experimentais e, nestes casos há evidências de que tanto a resposta imune celular 

como a humoral estão envolvidas contra estes parasitos (NEGRÃO-CORRÊA et al., 2006; 

FINNEY et al., 2007). Na maioria dos casos as respostas imunes dos hospedeiros contra os 

parasitos são similares, sendo respostas T-dependentes com perfil Th2, com a produção de 

interleucinas (IL) IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, envolvidas na sinalização das células 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Veloso%20MG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Veloso%20MG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Veloso%20MG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Moraes%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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(OVINGTON; BEHM, 1997; TURNER et al., 2003; MONTES et al., 2009; COSTA-CRUZ, 

2011). As interleucinas produzidas induzem rápida resposta humoral mediada por IgE, e 

resposta celular mediada por eosinófilos, basófilos, mastócitos, associados com a destruição 

das larvas e eliminação dos vermes (GENTA, 1996; WEINSTOCK; SUMMERS; ELLIOT, 

2005; NEGRÃO-CORRÊA et al., 2006). 

 Embora a resposta Th2 esteja associada com a proteção do hospedeiro na maioria dos 

modelos experimentais de infecção por helmintos em murinos, o exato mecanismo 

responsável por este fenômeno ainda não foi completamente esclarecido (LAWRENCE et al., 

1995; NEGRÃO-CORRÊA, 2001). 

Os antígenos do parasito são apresentados para os linfócitos T CD4+, via MHC II 

(complexo de histocompatibilidade principal classe II), que assim podem desempenhar sua 

função na resposta imune adaptativa. As células T CD4+ podem ser divididas em duas 

populações distintas de células T “helper” tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2), baseado no perfil de 

citocinas secretadas. O perfil Th1 produz interferon-gama (IFN-γ) que é responsável pela 

resposta imune celular, enquanto as células Th2, associadas às respostas imunes contra 

alérgenos e helmintos, secretam citocinas e cooperam com os linfócitos B na produção de 

anticorpos específicos. Como as células Th1 e Th2 secretam citocinas com funções 

antagônicas, existe uma modulação da atividade celular (ONAH; NAWA, 2000; PORTO et 

al., 2002; HIRATA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007).  

No mecanismo T-independente há a produção, pelos macrófagos, de citocinas e 

mediadores da inflamação antígeno-inespecíficos. Estas moléculas são o fator de necrose 

tumoral alpha (TNF-α) e a IL-1 que atuam nas células caliciformes do intestino estimulando a 

proliferação das mesmas, e conseqüente aumento na produção de muco. O muco é secretado 

na luz intestinal e reveste as fêmeas parasitas, o que previne o estabelecimento na mucosa ou 

leva à expulsão das mesmas. Assim, proteínas do muco gastrointestinal, as mucinas, são 

constituintes da primeira linha de defesa do hospedeiro contra os helmintos. As mucinas são 

glicoproteínas poliméricas ricas em resíduos de aminoácidos que se ligam à sítios para 

oligossacarídeos presentes no tegumento dos parasitos (MARUYAMA et al., 2000, 2002; 

ONAH; NAWA, 2000).  

A hipersensibilidade mediada pela imunoglobulina E (IgE) antígeno-específica é a 

mais rápida resposta imune efetora contra os parasitos e inicia-se quando os mastócitos já 

sensibilizados liberam os mediadores pré formados estocados em grânulos 

intracitoplasmáticos que incluem a histamina, heparina, proteases e fatores quimiotáticos para 

eosinófilos e neutrófilos (GALIOTO et al., 2006). Níveis elevados de IgE foram 
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demonstrados em pacientes imunocompetentes com estrongiloídiase (RODRIGUES et al., 

2004), mas, na doença disseminada e nos casos de imunossupressão, os níveis de IgE total e 

específica podem estar dentro da normalidade (PORTO et al., 2001; MARCOS et al., 2008). 

O ciclo do parasito sugere também que ele pode estimular a resposta local e sistêmica 

mediada por anticorpos IgA. Pacientes humanos sintomáticos graves apresentam redução 

significativa da concentração de IgA e IgM específicas, entretanto, não há alteração nos níveis 

de IgG (COSTA-CRUZ, 2011). 

A IgG é a principal imunoglobulina do soro, correspondendo a 70-75% do total de 

anticorpos séricos. A classe engloba 4 subclasses, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 distintas nas 

sequências de aminoácidos no domínio das cadeias constantes (OCHS; WEDGWOOD, 1987; 

ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2003). Entre as subclasses de IgG, IgG1 e IgG4 participam 

na elaboração da resposta imune contra S. stercoralis (ATKINS et al., 1999; RODRIGUES et 

al., 2007). Acredita-se que IgG4 esteja envolvida no bloqueio da resposta protetora promovida 

pela IgE, ou seja, modula as respostas alérgicas IgE-mediadas pela ligação em sítios dos 

mastócitos (ATKINS et al., 1997; ATKINS et al., 1999; RODRIGUES et al., 2007). O 

aumento dos níveis de IgG4, que se segue às infecções primárias, pode reduzir a expulsão dos 

parasitos, pelo fator mencionado anteriormente, o que permite o estabelecimento das fêmeas 

parasitas. A estrongiloidíase crônica pode ser resultado da diminuição das respostas de 

hipersensibilidade (IgE-mediadas) para a persistente autoinfecção e, que consequentemente, 

reduz os efeitos imunopatológicos da anafilaxia constante (ATKINS et al., 1997). Nos casos 

de doença disseminada e de imunossupressão, os níveis de IgE podem estar normais 

(MARCOS et al., 2008). 

 

1.5. Diagnóstico da estrongiloidíase humana 

 

O diagnóstico da estrongiloidiase humana ainda é um desafio (DREYER et al., 1996). 

O diagnóstico clínico da estrongiloidíase humana é incerto uma vez que a maioria dos casos 

são assintomáticos, ou quando estão presentes, os sintomas pulmonares e intestinais são 

comuns à outras parasitoses. Com isso, é necessária a utilização de exames parasitológicos e 

imunológicos complementares (SIDDIQUI; BERK, 2001; AGRAWAL; AGARWALA; 

GHOSHAL, 2009). O diagnóstico baseia-se na identificação de formas parasitárias de S. 

stercoralis. Os parasitos podem ser encontrados com menor freqüência em fluídos de aspirado 

duodenal e ocasionalmente em outros tecidos ou fluidos do hospedeiro como lavado 

brônquico, escarro, urina, esfregaço de sangue periférico e líquor; ou amostras de tecido 
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sólido, como em biópsia de pele e endoscopia do sistema digestório (ONUIGBO; 

IBEACHUM, 1991; LIU; WELLER, 1993; PIRES; DREYER, 1993; SUDRÉ et al., 2006; 

VAN DOORN et al., 2007; PASQUALOTTO et al., 2009; KAKATI et al., 2011). Esses 

métodos são empregados em pacientes que apresentam a forma grave de estrongiloidíase. 

Classicamente, o diagnóstico definitivo é confirmado pelo encontro de larvas nas fezes, no 

entanto, em virtude da liberação de larvas ser pequena e irregular, as mesmas podem não ser 

detectadas nos métodos parasitológicos convencionais comprometendo a sua sensibilidade 

(UPARANUKRAW; PHONGSRI; MORAKOTE, 1999; SIDDIQUI; BERK, 2001; HIRA et 

al., 2004; HIRATA et al., 2007; REQUENA-MENDÉZ et al., 2013).  

 No intuito de aumentar a sensibilidade do exame coprológico, foram desenvolvidas 

técnicas de cultivo dos estágios larvais. Elas baseiam-se no desenvolvimento do ciclo indireto 

de Strongyloides, que permite a concentração do número de larvas (LIU; WELLER, 1993). 

Entre as técnicas de cultura estão a de cultura em papel filtro (HARADA; MORI, 1955) e de 

placa de ágar (KOGA et al., 1991; STEINMANN et al., 2007).   

Por meio de métodos de concentração de larvas em fezes, estádios larvais podem ser 

encontrados em amostras fecais pelo exame microscópico. Há apenas um relato de 

recuperação do estágio adulto em amostras de fezes (HONG et al., 2009). Os métodos de 

concentração de larvas de Baermann (1917), modificado por Moraes (1948) e o de Rugai, 

Mattos e Brisola (1954), os quais se baseiam no hidrotropismo das larvas são utilizados com 

sucesso e apresentam vantagens como aumento da sensibilidade e simplicidade, e rapidez de 

execução (REY, 2001). Para que o diagnóstico parasitológico atinja 100% de sensibilidade é 

imprescindível que sete amostras de fezes sejam colhidas e analisadas (ANDRADE-NETO; 

ASSEF, 1996; UPARANUKRAW; PHONGSRI; MORAKOTE, 1999; SIDDIQUI; BERK, 

2001). Pela inconveniência e dificuldade para o paciente coletar as amostras necessárias 

muitos médicos apresentam resistência em solicitar o exame parasitológico de fezes. Na 

maioria das vezes, o exame é realizado em poucas amostras e mesmo o paciente estando 

infectado, larvas podem não ser detectadas, e ser erroneamente diagnosticado como falso 

negativo (SATO et al., 1995a).  

Testes imunológicos têm sido úteis na avaliação da resposta imune do hospedeiro com 

a finalidade de esclarecimento do diagnóstico clínico, e em inquéritos soroepidemiológicos 

por apresentarem elevada sensibilidade em relação aos métodos parasitológicos. As principais 

técnicas utilizadas são: reação de imunofluorescência indireta (RIFI) direcionados para a 

pesquisa de diferentes classes de anticorpos, com variações nas preparações antigênicas; 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), utilizando como antígeno diferentes extratos 



23 

______________________________________________________________     INTRODUÇÃO 

de larvas filarióides, homólogas ou heterólogas, ou detecção de coproantígeno nas fezes e 

Immunoblotting, considerado altamente sensível e específico no reconhecimento de frações 

protéicas imunodominantes de Strongyloides por anticorpos no soro de pacientes infectados 

(COSTA-CRUZ et al., 1997; SUDRÉ et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007; VAN DOORN 

et al., 2007; RIGO et al., 2008; MOTA-FERREIRA et al., 2009; BON et al., 2010; 

FELICIANO et al., 2010). Estes métodos imunológicos também são vantajosos no 

monitoramento de pacientes submetidos a tratamento anti-helmíntico (BIGGS et al., 2009). 

O teste ELISA é considerado superior aos outros testes sorológicos no que diz respeito 

à praticidade, segurança e disponibilidade de reagentes. Além disso, a sensibilidade do teste 

na detecção da estrongiloidíase humana varia entre 85% a 95% e a especificidade pode chegar 

a 90% (SCHAFFEL et al., 2001; KOOSHA; FESHARAKI; ROKNI, 2004; VAN DOORN et 

al., 2007, MOTA-FERREIRA et al., 2009).  

Muitos pesquisadores vêm utilizando, no imunodiagnóstico da estrongiloidíase, 

antígenos produzidos a partir de outras espécies de Strongyloides, principalmente, S. ratti e S. 

venezuelensis. Estes antígenos heterólogos são de fácil obtenção, constituem uma fonte segura 

de antígenos e não representam risco para seus manipuladores por infectarem apenas roedores 

(SATO et al., 1995b; COSTA-CRUZ et al., 1997; RODRIGUES et al., 2007; MACHADO et 

al., 2008b, FELICIANO et al., 2010; GONZAGA et al., 2011, GONÇALVES et al., 2012). 

Por pertencerem ao mesmo gênero o desenvolvimento e transmissão destes parasitos são 

similares, o que permite seu uso em modelos experimentais roedores para estudo da doença. 

A composição antigênica de S. ratti e S. venezuelensis foi comparada com a de S. 

stercoralis e estudos mostraram que a sensibilidade e a especificidade não têm diferença 

estatística significante, compartilham epítopos em quantidade suficiente para utilização 

diagnóstica. O que confere segurança e preferência ao uso destas espécies como fontes de 

antígenos no imunodiagnóstico da estrongiloidíase humana (COSTA-CRUZ et al., 1997; 

MACHADO et al., 2003, 2008b). Estudos utilizando antígenos heterólogos a S. stercoralis 

tem auxiliado, além da padronização de novas técnicas de imunodiagnóstico, também nas 

pesquisas referentes à biologia molecular, terapêutica e aspectos da interação parasito-

hospedeiro: ecologia, patologia e imunologia (NORTHERN et al., 1989; ABE et al., 1998; 

FERNANDES et al., 2008; GONÇALVES et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009, CHIUSO-

MINICUCCI et al., 2010; COSTA-CRUZ, 2011; MACHADO et al., 2011). 

Normalmente, as preparações antigênicas são resultantes de extração de antígenos 

solúveis totais em solução salina e têm sido utilizadas em técnicas sorológicas padronizadas. 

Entretanto, essas preparações não possuem adequada especificidade, pois pode ocorrer 
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reatividade cruzada com outros parasitos, atribuída à complexidade antigênica dos helmintos.  

Uma das principais limitações encontradas no desenvolvimento de testes sorológicos mais 

sensíveis e específicos é a dificuldade em se obter quantidades suficientes de antígenos que 

permitam seu posterior fracionamento e análise (SIDDIQUI; BERK, 2001; RODRIGUES et 

al., 2007). Dessa forma, a caracterização e identificação de antígenos Strongyloides-

específicos se fazem necessárias para o incremento da especificidade dos testes, 

especialmente, nos mais utilizados como ELISA e Immunoblotting (NORTHERN; GROVE, 

1987; LINDO et al., 1994). 

A técnica de biologia molecular desenvolvida até hoje para diagnóstico da 

estrongiloidíase é a polymerase chain reaction - PCR (Reação em cadeia da polimerase). 

Essa técnica tem sido desenvolvida para uma ampla variedade de funções, e no diagnóstico 

da estrongiloidíase tem sido aplicada para detecção do DNA das formas parasitárias em 

fezes pela técnica de PCR em tempo real. Essa técnica vem demonstrando uma alta 

sensibilidade quando comparada aos métodos parasitológicos clássicos utilizando amostras 

de pacientes com baixa carga parasitária (VERWEIJ et al., 2009; ARNDT et al., 2013), no 

entanto é uma tecnologia com um custo elevado devido ao preço dos equipamento, o que 

impede que muitos laboratórios estejam equipados com esta tecnologia (ESPY et al., 

2006). 

Novas e promissoras técnicas tais como métodos sorológicos baseados na utilização 

de antígenos recombinantes e técnicas de biologia molecular são alvos de estudo em 

muitos centros de referência. Antígenos recombinantes produzidos a partir de DNA 

complementar de bibliotecas formadas a partir de larvas filarióides de S. stercoralis tem 

sido obtidos, mostrando reatividade semelhante ou superior aos antígenos somáticos das 

larvas. Alguns peptídeos recombinantes ricos em prolina, tem mostrado alta especificidade, 

sendo reconhecidos por anticorpos IgG4 e IgE, sem reação cruzada com outros helmintos 

(RAMACHANDRAN et al., 1998). 

O desenvolvimento da biologia molecular permitiu o uso de antígeno recombinante de 

larva filarióide em reação imunoenzimática (RAVI et al., 2002) e padronização de reações 

PCR para detecção de material genético de Strongyloides (VERWEIJ et al., 2009; KRAMME 

et al., 2011) ou de murino (MARRA et al., 2010). Ensaios para detecção de coproantígeno 

utilizando anticorpos policlonais contra coproantígeno de amostras fecais humanas, adultos de 

S. stercoralis (EL-BADRY, 2009) ou L3 de S. venezuelensis (GONÇALVES et al., 2010) 

foram padronizados. Autores revelaram sorodiagnóstico da estrongiloidíase humana com 
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excelente sensibilidade e especificidade utilizando um antígeno recombinante de 31kDa 

denominado NIE, em um sistema de imunoprecipitação da luciferase. No entanto a produção 

deste antígeno recombinante requer laboratórios mais equipados, e com isso sua produção 

envolve custos elevados (RAMANATHAN et al., 2008; KROLEWIECKI et al., 2010). 

Atualmente, pesquisas têm buscado diferenças na expressão gênica entre estágios 

larvares, o que permitiria um melhor entendimento da biologia de Strongyloides (SUDRÉ et 

al., 2007). As espécies do gênero Strongyloides ainda não estão bem caracterizadas a nível 

molecular e novas técnicas moleculares podem definir epítopos que por sua vez podem ser 

utilizados para detecção de anticorpos presentes em indivíduos acometidos por 

estrongiloidíase (MARCILLA et al., 2010). Diante da importância e da necessidade de um 

diagnóstico preciso e sensível, é de grande importância a utilização de técnicas que 

minimizem os problemas relacionados à especificidade e sensibilidade dos diagnósticos 

existentes. 

 

1.6. Tecnologia de exposição de biomoléculas em fagos (Phage display) e seleção 

(Biopanning) de peptídeos recombinantes 

 

Phage display é uma técnica eficiente para identificar peptídeos ou proteínas que se 

ligam à outras moléculas com diversas finalidades, como mapeamento de epítopos 

reconhecidos por anticorpos. A tecnologia é baseada no princípio de que polipeptídeos podem 

ser expressos na superfície de fagos filamentosos pela inserção de um segmento de DNA 

codificante no genoma dos mesmos, de modo que o peptídeo ou proteína expressa fica 

exposta na superfície do fago fusionado à uma proteína endógena. Bibliotecas de peptídeos 

geradas por Phage display são extensivamente aplicadas na descoberta de uma grande 

variedade de polipeptídeos incluindo anticorpos, receptores e enzimas (RADER; BARBAS, 

1997; HAARD; HENDERIKX; HOOGENBOOM, 1998; BARBAS et al., 2001; IRVING; 

PAN; SCOTT, 2001; WILSON; WALKER, 2002; LIU et al., 2004; HUTCHINSON et al., 

2004; ANDRE et al., 2005; LANG et al., 2006; RIBEIRO et al., 2010; MANHANI et al., 

2011; VAN NIEUWENHOVE et al., 2012). É uma tecnologia vantajosa uma vez que 

possibilita a produção de proteínas solúveis, apresenta baixo custo, fácil manuseio e rapidez 

além de apresentar conexão direta entre o fenótipo e o genótipo encapsulado, o que possibilita 

uma evolução clonal de ligantes selecionados (ADDA et al., 2002).  

A tecnologia Phage display foi descrita inicialmente por Smith (1985) e tem provado 

ser uma técnica eficiente na obtenção de bibliotecas contendo milhões ou até mesmo bilhões 
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de diferentes peptídeos ou proteínas (BENHAR, 2001). A metodologia de bibliotecas mais 

amplamente utilizada é baseada no uso de fago filamentoso M13, um bacteriófago que infecta 

a bactéria Escherichia coli (BENHAR, 2001; SERGEEVA et al., 2006).  

 

 

Figura 1. Estrutura de fago filamentoso. Visualiza-se um peptídeo (filamento preto) 

fusionado na proteína PIII (amarelo), as outras proteínas constitutivas do fago são: pVI (rosa), 

pVII (vermelho), pIX (verde) e pVIII (azul). Adaptado de Smothers; Henikoff; Carter (2002) 

 

Os fagos filamentosos (linhagens M13, f1, fd, entre outros) pertencem à família 

Inoviridae de bacteriófagos e possuem como material genético DNA de fita simples. A 

partícula viral, é composta pelo genoma viral e por cinco proteínas estruturais, no capsídio do 

fago: as proteínas p III, p VI, p VIII, p VII e p IX.  A pIII está relacionada com a infectividade 

do fago, a infecção é iniciada pelo acoplamento da pIII do fago ao pilus F de uma E. coli do 

gênero masculino. Uma das vantagens é que fagos filamentosos não geram uma infecção 

lítica em E. coli, mas preferencialmente induz um estado na qual a bactéria infectada produz e 
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secreta partículas de fago sem sofrer lise (BRÍGIDO; MARANHÃO 2002; HEMMINGA et 

al., 2010). 

Na biblioteca de fagos filamentosos, um grande número de proteínas relevantes pode ser 

selecionada e separada. Para isso, dois passos são essenciais: o biopanning (seleção por 

afinidade) e o chamado screening (triagem) (BARBAS et al., 2001; KRETZSCHMAR; VON 

RUDEM, 2002). No processo de panning, a biblioteca de fagos produzida é incubada com o 

alvo de escolha, para que ocorra a interação com este. Em seguida, uma série de lavagens é 

procedida para remover os fagos não aderidos, ou seja, aqueles que não codificaram a 

sequência alvo desejada, sem que haja interferência na interação fago-alvo. Logo após, os 

fagos selecionados (ligantes) podem ser obtidos, com o uso de condições que desfavoreçam a 

ligação destes com a molécula alvo. A aplicação de gradientes de pH, reações proteolíticas e 

eluições competitivas podem ser realizadas sem que haja, no entanto, um comprometimento 

da infectividade do fago (BENHAR, 2001; BRIGIDO; MARANHÃO, 2002, 

KRETZSCHMAR; VON RUDEM, 2002). Os fagos recuperados são então amplificados por 

infecções seqüenciais em bactérias, sendo realizadas novas etapas de biopanning (de três a 

cinco, em média). No final é gerado um misto policlonal, porém enriquecido com ligantes 

antígeno-específicos. (BARBAS et al., 2001; KRETZSCHMAR; VON RUDEM, 2002). 

 A vantagem dessa tecnologia está na ligação direta que existe entre o fenótipo 

experimental e o genótipo encapsulado, mostrando a evolução dos ligantes selecionados até 

moléculas otimizadas, além da facilidade em mapear grande número de clones 

simultaneamente (AZZAY; HIGHSMITH, 2002). Esta metodologia tem se mostrado útil não 

apenas para o mapeamento de interações proteína-proteína, mas também na identificação de 

moléculas alvo importantes para o desenvolvimento de vacinas, drogas, e ferramentas 

diagnósticas contra parasitos como Plasmodium sp., causador de malária;  Brugia malayi, 

causadora de filariose linfática e Taenia solium relacionada à neurocisticercose humana 

(GNANASEKAR et al., 2008; LANZILLOTTI; COETZER, 2008; RIBEIRO et al., 2010; 

MANHANI et al., 2011).  

Uma vez selecionados, estes peptídeos de interesse podem ser sintetizados em escalas 

variadas, e em seguida podem ser utilizados em ensaios fisiológicos, químicos, ou 

imunológicos; e podem ainda ser empregados na obtenção de biossensores e utilizados como 

alvo para seleção e produção de anticorpos recombinantes auxiliando dessa forma no 

imunodiagnóstico de diferentes doenças infecciosas (MACHADO et al., 2004; RIBEIRO et 

al., 2010). 
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2. OBJETIVOS 

   

2.1. Objetivos gerais: 

 

 Selecionar por Phage display peptídeos miméticos ligantes às imunoglobulinas G de 

pacientes com estrongiloidíase, a serem utilizados como ferramenta diagnóstica para 

estrongiloidíase humana. 

 

 

2.2. Objetivos específicos: 

 

 Utilizar a tecnologia de Phage display na seleção de peptídeos com afinidade aos 

anticorpos IgG de pacientes acometidos pela estrongiloidíase; 

 

 Caracterizar os peptídeos expressos nos fagos selecionados, por sequenciamento e 

bioinformática, determinando os antígenos potenciais no diagnóstico da 

estrongiloidíase humana; 

 

 Avaliar o potencial diagnóstico dos clones de fagos selecionados por meio do 

método imunoenzimático ELISA frente a anticorpos IgG presentes no soro de um 

painel diferente de pacientes com estrongiloidíase; 

 

 Proceder à síntese química dos peptídeos expressos na superfície dos clones que 

apresentaram melhor potencial diagnóstico; 

 

 Avaliar a imunorreatividade dos peptídeos sintéticos frente aos anticorpos (IgG) de 

pacientes com estrongiloidíase, pelo teste ELISA . 
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3.      MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Aspectos éticos 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa de Seres Humanos 

(CEP/UFU) (n
o
 553/2009) da Universidade Federal de Uberlândia. 

A cepa de S. venezuelensis utilizada para produção de extrato salino total é mantida em 

ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) no Centro de Bioterismo e Experimentação em 

Animais (CBEA) da Universidade Federal de Uberlândia, sob responsabilidade da Profa. Dra. 

Julia Maria Costa Cruz e sob aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa em Animais/UFU 

(CEUA/UFU) - protocolo de N
o
 075/2008.   

As amostras de soro utilizadas neste estudo estavam armazenadas no Banco de 

Amostras Biológicas do Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses da Universidade Federal 

de Uberlândia, sob aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa/UFU (CEP/UFU), sob o 

protocolo de N
o
 041/2008. Consistem de amostras de soro de pacientes com diagnóstico 

confirmado para estrongiloidíase humana e outras parasitoses, que foram obtidas por meio da 

alíquota que seria desprezada, após os exames de rotina, pelo Laboratório de Análises 

Clínicas do Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia, Minas Gerais (HC-

UFU). 

 

3.2. Local de realização 

 

Todos os procedimentos experimentais, exceto a síntese química de peptídeos, foram 

realizados nos Laboratórios de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquímica e no 

Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses, da Universidade Federal de Uberlândia. 

 

3.3. Normas de biossegurança 

 

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

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

biossegurança descrita por Chaves-Borges e Mineo (1997). 
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3.4. Amostras de soro humano 

 

Foram utilizadas 120 amostras de soro submetidas a testes ELISA para validação dos 

clones de fagos selecionados e dos peptídeos sintéticos produzidos, em relação à sua 

reatividade com os anticorpos IgG anti-Stercoralis Estas amostras foram distribuídas em 3 

grupos: 

 

- Grupo 1: 40 amostras de soro de pacientes com diagnóstico parasitológico 

positivo para S. stercoralis; 

 

- Grupo 2: 40 amostras de soro de pacientes infectados por outros parasitos, sendo: 

Ascaris lumbricoides (7), Enterobius vermicularis (5), Schistosoma mansoni (3), 

Hymenolepis nana (7), Taenia sp. (5), Giardia lamblia (3), Trichuris trichiura 

(n=2) e Ancilostomídeos (8); 

 

- Grupo 3: 40 amostras de soro de indivíduos aparentemente saudáveis, baseado 

em sua história clínica e sem evidências de contato prévio com S. stercoralis, e que 

apresentaram diagnóstico parasitológico de fezes negativo para qualquer parasito. 

 

Para a purificação de imunoglobulinas IgG utilizadas no processo de Biopanning foi 

utilizado um novo painel de amostras de soro, diferente das amostras utilizadas nos testes de 

validação. Este novo painel foi constituído por 18 amostras, destinadas a preparação dos pools 

de soros: 6 amostras de soro de pacientes com diagnóstico parasitológico positivo para S. 

stercoralis (Grupo 1); 6 de pacientes infectados por outros parasitos (Grupo 2) e 6 de 

indivíduos aparentemente saudáveis (Grupo 3). 

 

Todas as amostras de soro foram provenientes de indivíduos submetidos a exames 

parasitológico de fezes, realizados com três amostras de cada indivíduo, pelo método de 

Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e o método de Lutz (1919); e 

submetidos a diagnóstico sorológico para detecção de IgG específica utilizando antígeno 

homólogo. 
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3.5. Preparação do extrato salino total de S. venezuelensis  

 

O extrato total salino foi produzido a partir de alíquotas de 300.000 larvas filarióides 

de S. venezuelensis conforme metodologia descrita por Rodrigues et al. (2007), com algumas 

modificações. As larvas foram descongeladas e ressuspendidas em 1mL de solução tampão 

fosfato (PBS 0,15M -  NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 12 mM, KH2PO4 1,2 mM, pH 

7,4). Foi adicionado 2mM de EGTA, 2 mM de EDTA e 0,3 mg do inibidores de proteases 

Complete
TM

 (Boehringer Mannheim, Alemanha). Em seguida, para extração antigênica as 

larvas foram trituradas no homogeneizador de tecidos (Omnith International, EUA) por 5 

ciclos de 5 minutos em banho de gelo e posteriormente foram submetidas a 8 ciclos de 20 

segundos de tratamento por ultra-som a 40 kHz (Thorton, Inspec Eletrônica, São Paulo). O 

preparado foi incubado sob agitação lenta por 18 horas à 4
o
C e centrifugado a 12400 x g por 

30 minutos a 4
o
C. O sobrenadante foi recuperado e seu conteúdo protéico foi quantificado 

pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951) e estocado a - 20
 o

C até o momento do uso. O 

extrato foi utilizado no ensaio ELISA de competição, para verificar se os peptídeos expressos 

na superfície dos bacteriófagos selecionados mimetizavam proteínas de Strongyloides sp. 

 

3.6. Purificação da imunoglobulina G por microesferas magnéticas 

 

Para purificação da Imunoglobulina G, foram utilizados poosl de soro (6 amostras de 

soro) de cada um dos 3 grupos de pacientes (com estrongiloidíase, outras parasitoses e 

aparentemente saudáveis). A purificação ocorreu por intermédio de esferas magnéticas (beads 

magnéticos) conjugadas com proteína G (Dynalbead Protein G). 

Foram colocados em um microtubo 100µl de microesferas magnéticas de proteína G 

correspondente a 2 x 10
9
 partículas, que foram lavadas três vezes com tampão MES (0,1 M, 

pH 5,0) para ativar as microesferas; em seguida, 100µl do pool de soros foi acrescentado, e 

incubado sob agitação por 30 minutos em temperatura ambiente (TA). As microesferas 

adsorvidas com anticorpos foram, então lavadas novamente três vezes com tampão MES a 

fim de retirar os anticorpos não ligantes. 

Para realizar a ligação covalente entre a proteína G presente na microesfera e os 

anticorpos, o sistema beads-anticorpo foi lavado duas vezes com 1 mL de tampão 

trietanolamina (0,2M pH=8,2) e, ressuspendido em 1mL de tampão de ligação covalente (20mM 

de dimetil pimelinidato x 2HCl em tampão trietanolamina – 0,2 M, pH 8,2) por 30 minutos sob 

agitação leve a TA. A neutralização da reação da ligação covalente foi feita pela incubação do 
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sistema beads-anticorpos com 1mL de tampão Tris (50mM pH=7,5) por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Em seguida, as microesferas foram lavadas com TBS-T 0,1% de tween e incubadas 

com a solução de bloqueio (5% de BSA em TBS-T 0,05% de tween) overnight a 4°C, e 

ressuspendidas em 200ul de TBS. A quantidade de anticorpos obtida foi estimada pelo método 

de detecção e quantificação de proteínas descrito por Jonhstone e Thorpe (1987), onde a 

Concentração da amostra = Absorbância à 280 nm X Fator de diluição/ 1,36. 

 

3.7. Dot blot para confirmação da purificação das Imunoglobulinas G 

 

Uma membrana de nitrocelulose foi sensibilizada com 2µl de cada um dos três pools 

de IgG purificada. A membrana foi incubada a TA, até secagem do material, lavada três vezes 

por 5 minutos cada com solução tamponada de Tris (TBS, Tris-HCl 50mM pH 7,5, NaCl 

150mM) acrescido de 0,1% de Tween 20 (TBS-T 0,1%). Após as lavagens, a membrana foi 

bloqueada por 1 hora à TA com 1 ml de tampão de bloqueio TBS-TM 5% (TBS-T 0,1% 

acrescido de 5% de leite em pó desnatado) e lavada mais três vezes como anteriormente. Em 

seguida, foi adicionado o anticorpo secundário anti-IgG humana conjugado com fosfatase 

alcalina (Sigma Chemical) na diluição 1:2000, preparada em tampão de bloqueio e incubada 

por mais 1h a TA. A reação foi revelada com o substrato NBT/BCIP (Nitroazul de tetrozólio/ 

5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato - Sigma). O teste possuiu um controle positivo (pool de 

soro de pacientes com estrongiloidíase) e um negativo (BSA 5%). 

 

3.8.    Seleção dos Peptídeos por Phage display 

  

3.8.1.     Biopanning  

 

Foram utilizadas 10µL (1 x10
11

 partículas virais) de uma biblioteca randômica de 

peptídeos fusionados em fagos (Ph.D.-C7C da New England BioLabs
®

Inc.), diluída em 190μl 

de TBS-T 0,1% para a seleção de ligantes de IgG de pacientes com estrongiloidíase. A 

biblioteca é composta de sete aminoácidos randômicos expressos na região da pIII do 

bacteriófago, os quais são flanqueados por um par de resíduos de cisteína, que quando 

oxidados durante a montagem do fago formam uma ligação dissulfeto. Inicialmente foi 

realizado uma seleção negativa utilizando como alvo IgGs purificadas de pacientes com 

outras parasitoses e pacientes saudáveis, com o intuito de eliminar os fagos que expressavam  
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peptídeos inespecíficos, e em seguida foi realizada a seleção positiva, contra IgGs de 

pacientes com estrongiloidíase, ou seja, contra IgG anti-Strongyloides. 

A seleção foi realizada com 20μl das microesferas de proteína G acopladas às IgGs 

purificadas dos diferentes grupos, tanto nas seleções negativas quanto nas positivas. Para a 

seleção negativa a biblioteca de Phage display foi incubada, por 30 minutos a TA, com as 

microesferas acopladas com IgGs do grupo de pacientes com outras parasitoses, em seguida, 

as microesferas foram precipitadas por centrifugação e o sobrenadante (contendo os fagos não 

ligantes) foi transferido a outro tubo contendo microesferas acopladas com IgGs de pacientes 

aparentemente saudáveis. O material foi incubado nas mesmas condições da seleção anterior e 

o sobrenadante livre de fagos ligantes aos alvos inespecíficos foi recuperado. 

Para a seleção positiva, o sobrenadante de fagos desta última seleção foi transferido 

para um tubo contendo microesferas acopladas com IgGs de pacientes com estrongiloidíase e 

incubado por 30 minutos a TA. As microesferas contendo o sistema beads-anticorpo, 

acopladas com IgGs de pacientes com estrongiloidíase mais o fago foram lavadas 10 vezes 

com TBS-T 0,1%, a fim de descartar os fagos não ligantes. Os fagos selecionados, que 

mostraram afinidade às IgGs de pacientes com estrongiloidíase foram eluídos com 500μl de 

glicina pH 2,0 e neutralizados com 75µL de Tris pH 9. O eluato foi transferido para um 

microtubo e mantido sob refrigeração até ser utilizado na próxima etapa (titulação e 

amplificação dos fagos).  

Após a seleção, a amplificação dos fagos foi realizada pela inoculação no meio Luria 

Bertani (LB- Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L), contendo tetraciclina, 

com  uma  colônia isolada de E. coli  da linhagem ER2738. O meio foi incubado sob agitação 

a 37°C até a fase early-log (densidade óptica-DO 600 ~ 0,3). Ao atingir esta fase, a cultura 

bacteriana foi inoculada com 500μl do eluato do fago selecionado pelas microesferas 

acopladas a IgGs de pacientes com estrongiloidíase e incubado a 37°C por 4-5 horas, sob forte 

agitação. 

Em seguida, a cultura foi centrifugada a 4°C a 10000 rpm por 10 minutos e o 

sobrenadante foi transferido para um tubo esterilizado contendo uma solução de PEG/NaCl 

(20% de Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl – solução estéril) na quantidade de 1/6 do 

volume do sobrenadante. A solução foi incubada por 12-16 horas a 4°C para a precipitação do 

fago e posteriormente, centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C para descartar o 

sobrenadante. O precipitado foi, então, suspendido em 1 mL de TBS e precipitado novamente 

com 1/6 do volume de PEG/NaCl, por 1 hora no gelo. Centrifugou-se a 14000 rpm por 10 

minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em 200μl de 
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TBS a 0,02% de NaN3, obtendo-se então o eluato amplificado, posteriormente titulado e 

armazenado a 4°C. Este eluato amplificado resultante do primeiro ciclo de seleção foi 

submetido a um segundo ciclo, e assim subsequentemente por um total de 3 ciclos de seleção. 

No terceiro aumentou-se a estringência do tampão de lavagem de 0,1% para 0,5%, utilizando-

se então 0,5% de Tween 20 em todas as lavagens. Em todos os três ciclos de seleção foi 

realizada a seleção negativa, utilizando IgGs do grupo de pacientes aparentemente saudáveis e 

IgGs de pacientes acometidos por outros parasitos, sendo os fagos ligantes específicos, 

recuperados na seleção positiva após a incubação com IgGs de pacientes com 

estrongiloidíase. Desta forma, os fagos selecionados, considerados específicos para as 

moléculas comuns entre pacientes sadios ou não, e não específicos para a doença em questão 

foram desprezados, e apenas os específicos para estrongiloidíase foram recuperados após 

eluição na seleção positiva. O procedimento está esquematizado na figura 2. 

 

                  

Figura 2. Ciclo de Biopanning para seleção de fagos por afinidade a anticorpos IgG-anti 

Strongyloides. A biblioteca de fagos M13 foi incubada com 20µL IgG’s acopladas aos beads 

dos pacientes do Grupo 2 (outras parasitoses) por 30 minutos; em seguida  o sobrenadante 

com os fagos livres foram recuperados e incubados por 30 minutos com as IgG’s de 

indivíduos do Grupo 3 (saudáveis). Posteriormente o sobrenadante com os fagos livres não 

ligantes às IgG’s inespecíficas foi recuperado e incubado com o alvo específico, ou seja, 

IgG’s de pacientes do Grupo 1 (com estrongiloidíase). O sobrenadante foi descartado e o 

sistema beads-anticorpo mais fagos foi lavado com TBS-T 0,1% para eliminação dos fagos 

não ligantes e os fagos selecionados foram eluídos com glicina, titulados, e amplificados pela 

infecção de bactérias E. coli (2738), precipitados e submetidos a novo ciclo de seleção com 

intuito de aumentar a afinidade de ligação ao alvo específico.  
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3.8.2. Titulações 

 

O procedimento de titulação foi utilizado para determinar a quantidade de partículas 

virais durante a entrada e saída de cada ciclo do Biopanning. A solução de fagos foi 

submetida a diluições seriadas crescentes exponenciais sob log10 em meio LB. Para eluatos 

não amplificados de cada ciclo foram utilizadas as diluições de 10
-1

 até 10
-4

 e no caso das 

soluções com eluatos amplificados a faixa de diluição utilizada foi entre 10
-8

 até 10
-11

. Para 

cada diluição, acrescentou-se 200μL da cultura de ER2738 na fase early log (DO 600nm ~ 

0,3) e a solução foi agitada rapidamente e incubada por 5 minutos a TA. As células 

bacterianas, agora infectadas, foram transferidas para tubos de cultura contendo 3mL de 

Agarose Top (210mg de Agarose, 600mg de LB, 30mg MgCl2) a 45°C e espalhadas sobre 

uma placa de Petri contendo meio LB sólido, com IPTG/Xgal e tetracilina. As placas foram 

incubadas a 37°C, durante 16 horas e após este período, as colônias azuis que se formaram 

nas placas foram contadas e quantificadas. A coloração azul das colônias confirmaram a 

quebra do substrato X-gal e a expressão do gene da β-galactosidase pelo fago. 

 

3.9. Extração de DNA dos clones de Fagos 

 

As colônias azuis oriundas das placas tituladas do ultimo ciclo do biopanning, foram 

coletadas de forma randômica e transferidas para poços de placas de cultura (tipo deepwell), 

contendo 1,2mL de cultura de ER2738 em fase early-log (DO 600 ~ 0,3), para serem re-

amplificadas separadamente e depois  submetidas ao processo de extração do DNA dos fagos. 

A placa foi, então incubada a 37°C, por 24 horas, sob agitação (250 rpm). Em seguida, a fim 

de isolar os fagos das bactérias, as placas foram centrifugadas a 3700 rpm, a 20°C, durante 30 

minutos. Então, 800μL do sobrenadante foram transferidos para outra placa e incubados, por 

10 minutos, com 350μL de PEG/NaCl. Após o período de incubação, a placa foi centrifugada 

a 3700 rpm, a 20°C, durante 40 minutos para precipitação dos fagos; o sobrenadante foi 

descartado e 100μL de Tampão iodeto (10mM de Tris-HCl pH 8,0, 1mM de EDTA e 4M de 

NaI) foram adicionados aos fagos precipitados. As placas foram agitadas vigorosamente por 

40 segundos e 250μL de etanol absoluto foi acrescentado. Após uma incubação por 10 

minutos, à TA, as placas foram centrifugadas (3700 rpm, 20°C, 10 minutos) e o sobrenadante 

descartado. O DNA dos fagos foi lavado com 500μL de etanol a 70% e centrifugado 

novamente nas mesmas condições. Finalmente, o DNA precipitado remanescente foi diluído 
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em 20μl de água Milli-Q. A qualidade do DNA fita simples foi verificada pela corrida 

eletroforética em gel de agarose 0,8% corado com solução de brometo de etídeo. 

 

            3.10.     Sequenciamento de DNA dos peptídeos expressos na superfície dos Fagos  

 

Na reação de sequenciamento, foram utilizados 500ng de DNA molde, 5pmol do 

primer -96 gIII (5’-OH CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs) e Premix 

(DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. – Amersham Biosciences). A reação de 35 ciclos 

foi realizada em um termociclador de placas (MasterCycler-Eppendorf) nas seguintes 

condições: Desnaturação (a 95°C por 20 segundos); anelamento do primer (50°C por 15 

segundos) e extensão (a 60°C por um minuto). A precipitação do DNA sequenciado foi feito 

com 1μL de Acetato de Amônio e 27,5μL de Etanol. Posteriormente, a placa foi centrifugada 

por 45 minutos, a 3700 rpm e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 150μL de Etanol 70% 

ao DNA precipitado e centrifugou-se por 15 minutos, a 3700 rpm. A solução de Etanol foi 

descartada, a placa permaneceu invertida sobre um papel toalha e nesta posição foi pulsada a 

800 rpm, durante um segundo. A placa foi coberta por papel alumínio e permaneceu em 

repouso durante 5 minutos para evaporar o etanol remanescente. Os precipitados resultantes 

foram ressuspendidos em 10µL do tampão de diluição (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle 

Kit. – Amersham Biosciences). A reação de sequenciamento foi realizada no sequenciador 

automático MegaBace 1000 (Amersham Biosciences). 

 

  3.11.     Análise de Bioinformática 

 

Os peptídeos selecionados em um biopanning correspondem a um pequeno fragmento 

de uma proteína maior que tem um papel específico em um processo biológico complexo. A 

simples seleção de um peptídeo marcador para estrongiloidíase humana não fornece 

informação a respeito deste processo biológico. Estratégias de bioinformática podem fornecer 

informações complementares sobre possíveis proteínas relacionadas com os peptídeos 

selecionados. Análises de bioinformática podem indicar possíveis alvos relacionados aos 

peptídeos e com estes alvos compreender o processo biológico ao qual os peptídeos pudessem 

estar relacionados. 

Para a identificação dos peptídeos selecionados, primeiramente, as sequências de 

nucleotídeos codificadoras dos peptídeos foram identificadas, através da análise das 
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sequências de DNA, utilizando a ferramenta translate do programa Expasy disponível em 

http://www.expasy.org.  Depois de identificados, os peptídeos foram analisados em relação as 

homologias entre os mesmos, utilizando o programa CLUSTAL W versão 2.1 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Este programa inclui ainda na análise, o 

pareamento entre os peptídeos selecionados e formulação dos motivos (sequências consenso). 

As sequências dos nucleotídeos referentes aos clones sequenciados foram analisadas 

quanto à sua similaridade com outras sequências de proteínas de S. stercoralis já registradas 

em bancos de dados através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), 

disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Este programa busca similaridades entre 

sequências é designado para comparar alinhar as sequências a serem investigadas com todas 

as depositadas nos bancos de dados de ácidos nucléicos e proteínas). Dentro do Blast a busca 

foi realizada no “Protein blast” e restrita ao parasito do gênero S. stercoralis.  

 

3.12.  Amplificação dos clones de fagos que apresentaram similaridade com 

proteínas de S. stercoralis  

 

Os clones que de acordo com análises de bioinformática apresentaram similaridade 

com proteínas de S. stercoralis, foram novamente amplificados para serem testados em ensaio 

de pré-validação por ELISA, a fim de identificar clones mais relevantes, ou seja, que 

apresentem maior reatividade às IgGs de pacientes acometidos por estrongiloidíase. 

De uma placa de backup previamente estocada, 5µL de cada um dos clones foram 

transferidos para poços de placas de cultura (tipo deepwell), contendo 1,2mL de cultura de 

ER2738 em meio Luria Bertani (LB- Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L), 

em fase early-log (DO 600 ~ 0,3) contendo tetraciclina. A placa foi vedada com um adesivo 

perfurado e incubada a 37°C, por 18h, sob vigorosa agitação (250 rpm). As placas foram 

centrifugadas a 4000 rpm, a 10°C, durante 10 minutos, e o sobrenadante contendo os clones 

de fagos reamplificados foram recuperados e utilizados no ensaio de pré-validação.  

 

3.13. Pré-validação por Phage-ELISA dos clones selecionados  

 

Os nove clones amplificados como citado acima, foram submetidos ao ensaio ELISA 

com o intuito de realizar um rastreamento prévio quanto a reatividade dos peptídeos expressos 

nos fagos selecionados com os anticorpos IgGs presentes em pool de soro de pacientes dos 

três grupos de estudo. 

http://www.expasy.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Uma placa de microtitulação foi sensibilizada com 1μg/poço de anticorpo anti-M13 

(GE Healthcare) sem marcação, diluído em tampão carbonato (50mM pH 9,6) e incubada por 

18h a 4°C. Após a sensibilização, descartou-se o sobrenadante, e a mesma foi bloqueada com 

tampão de bloqueio PBS-TM 5% (PBS acrescido de 0,05% de Tween 20, suplementado com 

5% de leite em pó desnatado) por 1 hora a 37°C. Em seguida, lavou-se a placa uma vez com 

PBS-T e adicionou 100µL do sobrenadante de cada fago/poço obtida no item anterior e de 

cultura de fago selvagem (fago que não expressa nenhuma proteína exógena) para controle 

das reações, e incubou por 1 hora a 37°C. Lavou-se, novamente, duas vezes com PBS-T a 

0,05%, e os clones foram incubados por 1 hora a 37°C com pool de soro de pacientes de cada 

grupo de estudo (G1, G2 e G3), na proporção de 1:80, diluído em tampão de bloqueio. Lavou-

se a placa três vezes com PBS-T e, posteriormente, incubou com anti-IgG humana conjugado 

com peroxidase (Sigma) diluído a 1:2000 em tampão de bloqueio PBS-TM, durante 1 hora a 

37°C. A placa foi lavada novamente, três vezes com PBS-T a 0,05% e a ligação 

antígeno/anticorpo foi detectada, pela revelação da reação utilizando-se o substrato 

cromogênico OPD (O-Phenylenediamine dihydrochloroide – Sigma), no volume final de 50 

µL de tampão apropriado contendo H2O2 e interrompida pela adição de 2µL de H2SO4 2 N. A 

leitura da absorbância foi feita em leitor de placas (Tp Reader, Thermoplate), com filtro de 

492 nm. 

 

3.14. Amplificação dos clones de fagos considerados mais relevantes no ensaio 

de pré-validação 

 

Do ensaio realizado no item anterior, foram selecionados cinco clones de fagos 

considerados mais reativos, os quais foram novamente amplificados com o intuito de se obter 

volume de fagos suficientes a serem utilizados nos ensaios ELISA (Phage-ELISA). Foram 

transferidos 20µL de cada um dos clones relevantes, previamente estocados em placa de 

backup, para erlemeyer contendo 100 mL de cultura de ER2738 em fase early-log (DO 600 ~ 

0,3) e tetraciclina. Posteriormente, cada cultura foi incubada a 37°C, por 18h, sob vigorosa 

agitação (250 rpm) e centrifugada a 4000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. Ao sobrenadante 

contendo os clones de fagos re-amplificados foi adicionado PEG/NaCl (20% de 

Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl – solução estéril) na quantidade de 1/6 do volume do 

sobrenadante, incubado em repouso a 4°C por 18h, e posteriormente centrifugado por 15 

minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet contendo os fagos foi 
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ressuspendido em 100µL de TBS, foram quantificados em espectofotômetro e estocados a 

4°C, até o uso nos testes ELISA.  

 

3.15. Phage-ELISA para estudo da imunorreatividade e validação dos clones de 

fagos selecionados 

 

Os cinco clones foram submetidos ao teste ELISA para confirmar a sua reatividade 

com anticorpos IgG anti-Strongyloides, presentes em amostras de soro de pacientes com 

estrongiloidíase. Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de analisar as 

condições ótimas para o Phage-ELISA (concentração de antígeno - fagos, condição de 

bloqueio da placa, diluição ideal de soro e conjugado a serem utilizados).  

Placas de microtitulação (Maxisorp, NUNC, USA) foram sensibilizadas com cada 

clone e fago selvagem a uma concentração de 1x10
10

 ufc/poço diluídos em 50µL de tampão 

carbonato bicarbonato (pH 9,6) e incubadas por 18h  à 4°C. Após uma lavagem com PBS-T a 

0,05% foi adicionado 200 µL de tampão de bloqueio PBS-TM 3% (PBS-T a 0,05% acrescido 

com leite em pó desnatado 3%), sendo a placa incubada por mais 1 hora a 37°C, e em seguida 

lavada 3 vezes. As amostras de soro (G1 – 40 soros de pacientes positivos para 

estrongiloidíase; G2 – 40 soros de pacientes acometidos por outras parasitoses e G3 – 40 

soros de pacientes aparentemente saudáveis) foram adicionadas, sendo diluídas em PBS-TM 

3% na diluição ideal 1:80, sendo a placa incubada por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada mais 

6 vezes para adição do anticorpo conjugado, anti-IgG humana marcado com peroxidase Fc 

specific (Sigma), em PBS-TM 3%, na diluição ideal 1:2000 também previamente 

determinada, sendo incubada à 37°C por 1 hora. A reação foi revelada utilizando-se OPD, 

num volume final de 50µL de tampão apropriado (citrato trissódico 0,04 mol/l, ácido cítrico 

0,01 mol/l) contendo H2O2 0,33% e interrompida pela adição de 25 µL de H2SO4 2N. A 

leitura da densidade óptica (DO) de cada amostra foi realizada em leitor de ELISA (Tp 

Reader, ThermoPlate) no comprimento de onda de 492 nm. 

Todos os clones foram testados em duplicata e para o controle negativo foi testada a 

reatividade de cada soro contra o fago selvagem. A densidade óptica final para cada amostra 

de soro testando os diferentes clones foi ajustada pela razão entre a absorbância de cada clone 

e a absorbância do fago selvagem. Os resultados da reatividade dos soros foram expressos em 

índice de reatividade ELISA (IR), onde IR = (DO final de cada amostra/cut-off), sendo o cut-

off para cada clone determinado pelas curvas receiver operating characteristic (ROC) e two-
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graph receiver operating characteristic (TG-ROC) (GREINER; SÖHR; GOBEL, 1995). As 

amostras com IR>1 foram consideradas positivas. 

 

3.16. Phage-ELISA de competição 

  

O ensaio ELISA de competição utilizando os 5 clones de fagos foi realizado para 

verificar a especificidade de ligação dos clones às IgGs de pool de soro de pacientes com 

estrongiloidíase. Foi realizado nas mesmas condições que o Phage-ELISA, descrito no item 

anterior, exceto pela pré-incubação (37°C por 2h) do pool de soros com diferentes 

concentrações de antígeno total de S. venezuelensis (1; 5; 12,5 e 25 µg/ml). 

 A leitura da absorbância foi feita em leitor de placas (Tp Reader, ThermoPlate) no 

comprimento de onda de 492 nm, e os resultados expressos em densidade ótica. 

 

3.17. Síntese química dos peptídeos expressos na superfície dos fagos 

selecionados que apresentaram melhores parâmetros diagnósticos 

 

Uma vez confirmada pelo teste ELISA o potencial diagnóstico dos clones de fagos 

selecionados, procedeu-se à etapa de síntese dos peptídeos, a partir dos 3 clones que 

apresentaram melhor eficiência diagnóstica, ou seja, os mimotopos C9, C10 e D3. A síntese 

química foi realizada pela empresa Peptide 2.0 (www.peptide2.com), que produziu os três 

peptídeos sintéticos na forma liofilizada (5 mg), que foi mantido a -20°C até sua utilização 

nos testes de validação. A massa molecular e a pureza dos peptídeos C9, C10 e D3 foram 

respectivamente 2231,48 e 90,31%; 2377,67 e 92,97%; 2141,48 e 95,01%. Cada peptídeo 

sintético foi constituído por dois mimotopos com a inserção de uma sequência espaçadora 

(GGGS) entre os peptídeos conformacionais de sete aminoácidos, sendo na extremidade N-

terminal acoplado ao BSA e a outra região carboxi-terminal foi realizada amidação.  

 

3.18. ELISA para verificação da imunogenicidade dos peptídeos sintéticos 

 

Os peptídeos sintéticos C10 e D3 foram submetidos ao ensaio ELISA para verificar a 

reatividade dos mesmos com os anticorpos IgG anti-Strongyloides presentes no soro de 

pacientes com estrongiloidíase. O peptídeo sintético C9 foi descartado desta análise pois 

apresentou problemas na solubilização, inviabilizando seu uso. 

http://www.peptide2.com/
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Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de analisar as condições 

ótimas para o ELISA (concentração de antígeno - peptídeo sintético, condição de bloqueio da 

placa, diluição ideal de soro e conjugado a serem utilizados).  

Uma placa de microtitulação (Maxisorp, NUNC, USA) foi sensibilizada com 

50μL/poço do peptídeo sintético C10 ou D3 na concentração de 1µg/mL, diluído em tampão 

carbonato 50mM pH 9,6 e incubada por 18h a 4°C. Após a sensibilização, descartou-se o 

sobrenadante, e a mesma foi lavada uma vez com PBS puro. As amostras de soro (G1 – 40 

soros de pacientes positivos para estrongiloidíase; G2 – 40 soros de pacientes acometidos por 

outras parasitoses e G3 – 40 soros de pacientes aparentemente saudáveis) foram adicionadas, 

sendo diluídas em PBS-T 0,05%-BSA 5% na diluição ideal 1:160, 50uL/poço, sendo a placa 

incubada por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada seis vezes para adição do anticorpo conjugado, 

anti-IgG humana marcado com peroxidase Fc specific (Sigma), também diluído em PBS-T 

0,05%-BSA 5%, na diluição ideal 1:2000, sendo incubada à 37°C por 1 hora. 

Lavou-se, novamente, seis vezes com PBS-T 0,05% e a ligação antígeno/anticorpo foi 

detectada, pela revelação da reação utilizando-se OPD, num volume final de 50µL/poço de 

tampão apropriado contendo H2O2 e interrompida pela adição de 25µL de H2 SO4 2 N. A 

leitura da densidade óptica (DO) de cada amostra foi realizada em leitor de ELISA (Tp 

Reader, ThermoPlate) no comprimento de onda de 492 nm. 

O ensaio foi realizado em duplicata, os resultados da reatividade dos soros foram 

expressos em índice de reatividade ELISA (IR), onde IR = (DO de cada amostra/cut-off), 

sendo o cut-off para cada antígeno determinado pelas curvas ROC e TG-ROC (GREINER; 

SÖHR; GOBEL, 1995). As amostras com IR>1 foram consideradas positivas. 

  

3.19.   Análise estatística dos resultados obtidos no Phage-ELISA e no ELISA de 

peptídeo 

 

 Para análise estatística foi utilizado o programa GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad 

Prism Software Inc., EUA). Os testes phage-ELISA e ELISA utilizando respectivamente os 

clones de fagos e os peptídeos sintéticos na detecção de IgG específica em soros dos pacientes 

com estrongiloidíase, tendo como controle grupos de pacientes com outras parasitoses e 

indivíduos aparentemente normais, de área endêmica foram  avaliados. O ponto ótimo (cut-off) 

de cada reação e os parâmetros diagnósticos foram determinados pelas curvas ROC e TG-

ROC (GREINER; SÖHR; GOBEL, 1995). A curva ROC avalia em conjunto os valores de 

sensibilidade e especificidade para obtenção com precisão do cut-off da reação, fornece 
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também índices de eficácia diagnóstica representados por valores da área sobre a curva ou 

área under ROC curve (AUC), onde valores próximos a 1 indicam um teste informativo; 

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

1983). 

 Os resultados da reatividade dos soros foram expressos em índice de reatividade 

ELISA (IR). Para os ensaios com fagos o IR de cada amostra foi calculado a partir da seguinte 

fórmula: IR = [(DO fago testado / DO fago selvagem)/cut-off], onde DO se refere a densidade 

ótica de cada amostra de soro em cada ensaio. Ao utilizar os peptídeos como antígenos o IR 

foi calculado pela razão entre DO da amostra e cut-off, ou seja IR = (DO/cut-off). As amostras 

com IR>1 foram consideradas positivas. Teste de Friedman (F) com pós-teste de Dunn foi 

aplicado para determinar as diferenças entre os grupos para a reatividade dos clones de fagos 

ou peptídeos. 

 Os parâmetros de validação diagnóstica avaliados foram área sob a curva (área under 

ROC curve - AUC), sensibilidade (Se), especificidade (Es), eficiência do diagnóstico (ED) e 

razões de verossimilhança (likelihood ratio - LR) positiva (LR+) e negativa (LR-). Esses 

valores foram obtidos a partir das tabelas de dados das curvas ROC.  AUC foi comparada, entre 

os diferentes fagos ou peptídeos usados no mesmo painel de amostras de soro, utilizando o 

método de Hanley & McNeil (1983). Valores de probabilidade (P) < 0,05 foram considerados 

significantes e intervalos de confiança de 95% (IC) foram apresentados para AUC, Se e Es. 

 A sensibilidade diagnóstica corresponde à medida da capacidade do teste em detectar 

todos os indivíduos acometidos por determinada doença, apresentando a porcentagem de todos 

os pacientes positivos. A especificidade se refere à capacidade do teste em ser negativo quando o 

indivíduo realmente não possui a doença, podendo ser calculado como a porcentagem de 

resultados negativos em pacientes sem a doença. A eficiência diagnóstica representa a eficiência 

dos testes, a concordância global dos resultados verdadeiros positivos e negativos em indivíduos 

com e sem a doença. Razão de verossimilhança ou likelihood ratio (LR) indica qual a 

probabilidade de pacientes com estrongiloidíase ter um teste específico positivo comparado 

com pacientes não infectados pelo parasito. 

 A frequência de resultados de reatividade cruzada, para cada parasito no grupo de 

pacientes acometidos por outras parasitoses, foi descrita. O ensaio de competição foi 

analisado qualitativamente observando a tendência de diminuição de absorbância com o 

aumento da concentração do antígeno heterólogo de larvas filarioides de S. venezuelensis. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Produção do extrato salino total de S. venezuelensis 

 

O extrato total salino de S. venezuelensis foi produzido a partir de duas alíquotas de 

300.000 larvas filarióides de S. venezuelensis. Foi obtido aproximadamente 2mL de antígeno 

na concentração protéica de 1600μg/mL. O extrato foi armazenado a -20°C até sua utilização 

no ELISA de competição. 

 

4.2. Purificação de imunoglobulinas G por microesferas magnéticas e Dot blot 

para confirmação da purificação 

 

A purificação dos anticorpos a partir de pool de soros (de pacientes positivos para 

estrongiloidíase, infectados por outros parasitos e aparentemente saudáveis) pelas 

microesferas magnéticas se mostrou eficiente. A quantidade de anticorpos purificada está 

representada na tabela 1. A figura 3 demonstra a membrana de nitrocelulose contendo as 

amostras de imunoglobulinas G dos 3 pools de soros após a confirmação da purificação pela 

técnica de Dot blot. 

 

Tabela 1. Absorbância e quantificação dos anticorpos obtidos após purificação por 

microesferas magnéticas. 

Amostra de soro Absorbância (280 nm) Quantificação (mg/mL) 

Estrongiloidíase 0,018 1,36 

Outros parasitos 0,022 1,78 

Indivíduos saudáveis 0,016 1,19 
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O resultado do ensaio Dot blot, confirmou a presença de IgGs nos pools de soros, e 

mostrou que a purificação de IgG foi bem sucedida. O teste de Dot blot mostrou-se específico 

uma vez que não houve qualquer marcação no controle BSA 5% (figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Membrana de Dot blot das amostras de IgG purificadas a partir do pool de soros de 

pacientes positivos para estrongiloidíase (1), acometidos por outros parasitos (2), indivíduos 

aparentemente saudáveis (3), controle positivo da reação – pool de soro de paciente com 

estrongiloidíase (4), e controle negativo - BSA 5% (5) após coloração com NBT/BCIP.  

 

 

4.3. Biopanning e Titulações 

 

A seleção de fagos com peptídeos ligantes a IgG de pacientes com estrongiloidíase 

utilizando a biblioteca de peptídeos expressos na superfície de fagos filamentosos M13 foi 

concluída com sucesso. Os fagos que se ligaram às IgGs de pacientes saudáveis e com outras 

parasitoses foram pré selecionados negativamente, de modo que, quando houve a seleção 

positiva dos peptídeos pelas IgGs de indivíduos com estrongiloidíase, essa foi realizada com 

alta especificidade.  

As titulações foram eficientes em todos os ciclos de seleção de peptídeos, visto que as 

colônias apresentaram coloração azulada, demonstrando a quebra do substrato X-gal, e a 

expressão do gene da β-galactosidase dos fagos pelas bactérias ER2738, como consequência 

do processo de infecção das bactérias pelos bacteriófagos e à incorporação do DNA destes ao 

genoma bacteriano (figura 4).  

Após os três ciclos de seleção, 96 colônias foram coletadas a partir das placas de 

titulação do último ciclo, para serem submetidas às análises de caracterização.  
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Figura 4 - Titulação dos fagos. As colônias azuis representam a 

infecção das bactérias E. coli (ER2738) com os fagos M13 

carregando o gene da β-galactosidase. A, B, C e D representam as 

titulações 10
-1

 à 10
-4

. 

 

A B 

C D 
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Os títulos de entrada (fagos amplificados) e saída (fagos não amplificados), que 

representam o enriquecimento dos clones a favor do alvo durante os três ciclos de seleção 

estão mostrados na tabela 2. Os títulos de entrada do 2º e 3º ciclo correspondem aos eluatos 

amplificados, resultantes das seleções do 1º e 2º ciclo, respectivamente. Os títulos de saída 

correspondem aos eluatos não amplificados resultantes de cada ciclo. Cada eluato do 

respectivo ciclo de seleção foi amplificado de forma a obter quantidades suficientes de fagos a 

serem utilizados no ciclo subsequente.  

Os títulos de entrada dos fagos no biopanning foram sempre maiores que os títulos de 

saída, pois os fagos com maior afinidade às IgGs anti-Strongyloides ficaram ligados aos 

mesmos por interação peptídeo/anticorpo e o restante dos fagos com baixa ou sem afinidade 

ao alvo foram removidos durante as lavagens. Nas amplificações ocorreu o inverso, indicando 

a eficiência do processo. 

 

 

Tabela 2 - Seleção dos fagos com peptídeos ligantes aos anticorpos policlonais IgG anti-

Strongyloides. Título obtido (ufc) no processo de seleção dos fagos por imunoafinidade 

Ciclos 

Número de Partículas de Fagos 

                                     Entrada Saída 

1
o
 Ciclo de 

seleção 

Biblioteca 

Original 1x10
11

 2x10
4
 

  

9x10
3
 2

o
 Ciclo de 

seleção 

Pool de fagos obtidos 

no 1
o
 Ciclo 9x10

10

 

    

3
o
 Ciclo de 

seleção 

Pool de fagos obtidos 

no 2
o
 Ciclo 1x10

9

 7x10
3
 

*Os valores de título de saída correspondem ao eluato não amplificado dos ciclos 1, 2 e 3. Ufc: unidade formadora de 

colônias 
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4.4. Extração de DNA  

 

Após o crescimento individual de 96 colônias isoladas, foi realizada a extração do 

DNA de todos os clones de fagos para posterior sequenciamento. Para a análise da qualidade 

e quantificação do DNA em gel de agarose de 0,8%, foram escolhidos randomicamente 

amostras de DNA de 11 clones. O gel foi corado com brometo de etídeo (figura 5). Este 

procedimento demonstrou que a extração do DNA foi eficiente, e com quantidade suficiente 

para a realização da reação de sequenciamento. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. DNA fita simples dos clones de fagos selecionados no 

Biopanning, verificada pela corrida eletroforética em gel de agarose 

0,8% corado com solução de brometo de etídeo. Controle: DNA do 

fago M13 padrão 400 ng. 
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4.5. Sequenciamento de DNA dos clones de Fagos e análise de bioinformática 

 

Após a confirmação da qualidade do DNA, foi realizado o sequenciamento de 60 

clones. Os cromatogramas gerados pelo sequenciador foram analisados pelo programa Phred 

basecalling para análise da qualidade do seqüenciamento. 

Do total das 60 clones sequenciados, 46 apresentaram sequências inválidas (ou 

apresentaram erro no sequenciamento ou não apresentavam as sequências inicializadoras ou 

finalizadoras) e 14 apresentaram sequências válidas, sendo todas diferentes entre si. Destas, 

três não apresentaram nenhuma similaridade com nenhuma proteína de Strongyloides sp. 

registradas no GeneBank; um clone apresentou similaridade apenas com proteínas de S. 

venezuelensis; e um apresentou duas sequências diferentes de aminoácidos pelo seu 

sequenciamento, sendo também descartado por ser considerado um sequenciamento duvidoso. 

Desta forma apenas nove clones resultantes (B2, B4, C4, C6, C9, C10, D3, D6 e E6) 

apresentaram similaridade com proteínas de S. stercoralis registradas no banco de dados do 

GeneBank (tabela 3). 
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Tabela 3. Similaridade entre as sequências protéicas dos peptídeos selecionados e proteínas 

de S. stercoralis registradas no banco de dados do GeneBank pelo BLAST, com os números 

de acesso.  

 
Peptídeo Potenciais antigenos Acesso Banco 

B2 

1) nuclear hormone receptor of the steroid/thyroid hormone receptors 

superfamily (489-492) 

2) IgG-immunoreactive zinc finger protein (49-52) 

3) SMAD-1 (69-73) 

1) gb|AAD37372.1| 

2) gb|AAF04101.1|AF188206_1 

3) gbAGC25442.1 

B4 

1) aspartic protease precursor (121-129) 

2) DNAJ-like protein (4-9) 

3) NADH dehydrogenase subunit 4 (342-346) 

4) forkhead transcription factor 1 isoform a (144-148) 

5) TPA_inf: eukaryotic translation elongation factor 1A (191-195) 

6) NADH dehydrogenase subunit 1  (238-241) 

1) gb|AAD09345.1| 

2) gb|AAF22128.1|AF126813_1 

3) emb|CAD90563.1| 

4) gb|AAQ23177.1|     

gb|AAQ23179.1| 

5) tpg|DAA05873.1| 

6) emb|CAD90556.1|   

C4 

1) forkhead transcription factor 1 isoform a (459-462) 

2) forkhead transcription factor 1 isoform b (284-287) 

1) gb|AAQ23177.1| 

       gb|AAQ23179.1| 

2) gb|AAQ23178.1| 

       gb|AAQ23180.1| 

C6 

1) aspartic protease precursor (209-212) 

2) forkhead transcription factor 1 isoform a (135-136) 

3) metalloproteinase precursor (29-30) 

1) gb|AAD09345.1| 

2) gb|AAQ23177.1| 

       gb|AAQ23179.1| 

3) gb|AAK55800.2| 

 

C9 

1) forkhead transcription factor 1 isoform a (180-185) 1) gb|AAQ23177.1| 

       gb|AAQ23179.1| 

 

C10 

1) cytochrome c oxidase subunit I  (498-501) 

2) phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit  (1202-1205)  

3)  insulin-like receptor protein tyrosine kinase isoform A (1295-1299) 

4) insulin-like receptor protein tyrosine kinase isoform B  (1333-1337) 

1) emb|CAD90560.1| 

2) gb|AFJ11261.1| 

3) gb|AGC25443.1| 

4) gb|AGC25444.1| 

 

D3 

1) nuclear hormone receptor of the steroid/thyroid hormone  receptors 

superfamily (84-87) 

2) SMAD-1 (172-176) 

3) cytochrome c oxidase subunit I (146-147, 174-180) 

4) cytochrome oxidase subunit 1 (56-57, 84-90) 

5) cytochrome c oxidase subunit I, partial (mitochondrion)(131-132, 159-

165) 

1) gb|AAD37372.1| 

2) gb|AGC25442.1| 

3) emb|CAD90560.1| 

4) dbj|BAJ22590.1| 

5) gb|AAB71721.1| 

 

D6 1) NADH dehydrogenase subunit 4 (333-336) 1) emb|CAD90563.1| 

E6 
1) IgG-immunoreactive zinc finger protein (84-87) 

2) phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit (1166-1170) 

1) gb|AAF04101.1|AF188206_1 

2) gb|AFJ11261.1| 

 

 
 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5002230?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SJ65B4G016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6118375?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=1SJ65B4G016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4103749?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=3GBXVX60013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6651013?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37805771?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621212?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621218?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/199600272?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37805764?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621212?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SM1JS0B01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621218?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SM1JS0B01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621214?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=1SM1JS0B01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621219?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=1SM1JS0B01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4103749?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=1SMMH2J001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621212?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=1SMMH2J001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621218?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=1SMMH2J001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/17865392?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=1SMMH2J001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621212?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SNU6WSV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621218?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SNU6WSV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37805768?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SNZ9HBN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/386370784?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5E8MWN4U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440921271?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=5E8MWN4U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440921272?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=5E8MWN4U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5002230?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=1SP9VARY01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440921270?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=5E94HTVP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37805768?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=5E94HTVP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308198813?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=1SP9VARY01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1336200?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=10&RID=5E94HTVP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37805771?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=1XR33RSF016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/386370784?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=5EAF53DR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/386370784?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=5EAF53DR01R
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O programa Clustal W 2.1 foi utilizado para realizar múltiplos alinhamentos com o 

intuito de identificar regiões conservadas ou motivo comum entre os peptídeos selecionados 

pela metodologia de Phage display. Não foi observada sequências consenso nos alinhamentos 

entre os peptídeos, entretanto, foi possível observar que alguns possuem semelhanças entre si 

(tabela 4), pela representação das cores dos aminoácidos. Desta forma, aminoácidos com 

cores iguais possuem uma característica bioquímica semelhante. 

 

 

 

 

Tabela 4. Alinhamento das sequências dos peptídeos selecionados pelo 

biopanning, realizado pelo programa Clustal W 2.1. Os dados representam 

sequências dos clones de fagos ligantes a IgG de pacientes com 

estrongiloidíase, que apresentaram similaridade com proteínas de S. 

stercoralis.  

        Clones selecionados                           Peptídeos alinhados 

C10                                                --APSFFHS  

D6                                                    --IPSISPV  

C9                                                  SRTPSAT--  

B4                                                  --FSGSGSR  

D3                                                  -SLASPSL-  

B2                                                  SSVPT-LR-  

C4                                                  -STPS-LRA  

C6                                                   SSIFTRY--  

E6                                                  -VLKSSLR-  

Representação dos aminoácidos: verde = polares, vermelho = hidrofóbicos, azul = ácidos, 

rosa = básicos 
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4.6. Pré-validação por Phage-ELISA 

 

A figura 6 demonstra a reatividade dos anticorpos IgG anti-Strongyloides presentes em 

pool de soro de pacientes representativos dos três grupos de estudo contra os nove clones 

selecionados pela técnica de Phage display e que apresentaram similaridade com proteínas de 

S. stercoralis.  Todos os clones apresentaram alta reatividade com pool de soro de pacientes 

com estrongiloidíase, mostrando sua capacidade em detectar anticorpos circulantes (IgG anti-

Strongyloides) em soro de pacientes acometidos pela doença. O fago selvagem apresentou 

reatividade inferior em comparação aos clones, comprovando a especificidade ao alvo. Cinco 

clones que obtiveram maior absorbância em pool de soros de pacientes com estrongiloidíase e 

menores absorbâncias com o pool de soro de pacientes saudáveis ou com outras parasitoses 

foram selecionados como os prováveis mimotopos de S. stercoralis, e foram submetidos a 

testes de validação para verificar seu potencial diagnóstico. Os clones escolhidos foram os 

fagos B2, B4, C9, C10 e D3. 

 

 

B2 B4 C4 C6 C9 C10 D3 D6 E6 Selvagem
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Figura 6. Pré-validação dos clones de fagos reconhecidos por IgG  anti-Strongyloides em 

pool de soros de pacientes dos grupos G1 – pacientes positivos para estrongiloidíase; G2 – 

pacientes acometidos por outras parasitoses e G3 –pacientes aparentemente saudáveis.  

 
 

D 
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4.7. Phage – ELISA para estudo da imunorreatividade e validação dos clones 

de fagos selecionados  

 

A figura 7 representa a reatividade dos anticorpos IgG anti-Strongyloides circulantes, 

presentes no soro de pacientes dos três grupos de estudo contra os cinco clones considerados 

mais relevantes (B2, B4, C9, C10 e D3), os resultados foram expressos em índice de 

reatividade (IR), e as amostras que apresentaram valores maiores que 1 foram consideradas 

positivas.  

Os fagos C9 e C10 apresentaram melhor sensibilidade no teste, respectivamente, 

87,5% e 85% das amostras de soro do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidíase) foram 

positivas para estes clones, enquanto para os fagos B4, D3 e B2 a positividade neste grupo foi 

82,5%, 80% e 80%, respectivamente. 

No Grupo 2, 22,5% das amostras de soro dos pacientes com outras parasitoses 

apresentaram reatividade cruzada quando testado o fago B2, menor reatividade cruzada foi 

obervada quando testado o fago C9, somente 12,5% das amostras reagiram. Para os clones 

B4, C10 e D3 estes valores corresponderam a respectivamente 17,5%, 17,5% e 20% das 

amostras deste grupo. 

 No Grupo 3, quando testados a reatividade das IgGs circulantes em amostras de soro 

de pacientes aparentemente saudáveis, utilizando os fagos B4, B2 e D3 a reatividade cruzada 

representou 35%, 32,5% e 30%, respectivamente; enquanto os fagos C9 e D3 apresentaram 

taxas menores, correspondente a 27,5% em ambos. 

Curvas ROC, assim como a área sobre a curva (AUC), o cut-off da reação, 

sensibilidade, especificidade, eficiência de diagnóstico e razão de probabilidade negativa e 

positiva estão apresentadas na figura 8.  

Todos os cinco clones apresentaram área sobre a curva maior que 0,8 variando entre 

0,849 (B2) e 0,889 (C10); o que permite afirmar que todos apresentam potencial diagnóstico, 

possibilitando diferenciar pacientes com estrongiloidíase daqueles não acometidos pela 

doença; e não houve diferença estatística entre os diferentes clones (p> 0,05). Dentre os cinco 

clones, o fago B2 foi o que apresentou a menor performance, com eficiência de diagnóstico de 

75%, sensibilidade de 80%, especificidade de 72,5%. A eficiência de diagnóstico dos fagos 

B4 e D3 correspondeu a 76,7% em ambos, e o fago C9 apresentou melhor performance na 

detecção de IgG anti-Strongyloides circulante no soro, seguido pelo fago C10. Assim, o fago 

C9 apresentou eficiência de diagnóstico de 82,5%, sensibilidade de 87,7% e especificidade de 
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80%, e o fago C10 para estes parâmetros diagnósticos apresentou valores de 80%, 85% e 

77,5%, respectivamente. 

A reatividade cruzada dos cinco clones de fagos com amostras de soro de pacientes 

acometidos por outras parasitoses (Grupo 2) pode ser verificada na tabela 5. Todos os fagos 

reagiram ao menos com uma amostra de soro de paciente infectado com A. lumbricoides e E. 

vermicularis, no entanto nenhum soro de paciente com Taenia sp. foi diagnosticado como 

falso positivo para estrongiloidíase. O fago C9 foi o único que não apresentou reatividade 

cruzada com soro de pacientes acometidos por ancilostomídeos, e apesar de apresentar 

reatividade com amostras de soro de pacientes com A. lumbricoides, E. vermicularis e T. 

trichiura revelou melhor especificidade neste grupo de pacientes em comparação aos outros 

clones.  

Quando comparado as diferenças na reatividade entre os três grupos de estudo (G1, G2 

e G3) quando testados os clones B2, B4, C9, C10 e D3, somente o Grupo 2, composto por 

amostras de soro de pacientes acometidos por outras parasitoses, mostrou diferença 

significante (p = 0,0016). Níveis detectados pelo fago B4 foram menores que os detectados 

pelo fago D3 (p < 0,05) neste grupo. Os níveis de detecção de IgG anti-Strongyloides 

utilizando todos os fagos foram maiores no grupo de pacientes com estrongiloidíase em 

comparação aos Grupos 2 e 3 (p < 0,0001), os quais não mostraram nenhuma diferença 

significativa entre eles.  

De acordo com os resultados os três clones com melhor performance diagnóstica, 

sendo eles os fagos C9, C10 e D3, foram escolhidos para serem submetidos à síntese química.  
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Figura 7. Detecção de IgG sérica anti-Strongyloides por phage-ELISA em amostras de soro 

na diluição 1:80 dos indivíduos dos grupos G1 – pacientes positivos para estrongiloidíase 

(n=40); G2 – pacientes acometidos por outras parasitoses (n=40) e G3 – pacientes 

aparentemente saudáveis (n=40), mediante utilização dos antígenos: fagos expressando os 

peptídeos B2, B4, C9, C10 ou D3 em sua superfície. Os valores estão expressos em índice de 

reatividade (IR) e a linha horizontal indica o ponto de corte da reação com IR = 1. Os 

resultados com IR > 1 foram considerados positivos. % = positividade. 
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Figura 8. Curvas receiver operating characteristic (ROC) indicando area under curve (área 

sob a curva; AUC; P<0,05), o ponto ótimo da reação (cut-off), sensibilidade (Se, %), e 

especificidade (Es, %), com intervalo de confiança de 95%; eficiência de diagnóstico (ED, %)  

e razão de probabilidade + e - (likelihood ratio; LR) para os peptídeos B2, B4, C9, C10 ou D3 

expressos na superfície dos fagos, na detecção de IgG em amostras de soro dos grupos: G1 – 

pacientes positivos para estrongiloidíase (n=40); G2 – pacientes acometidos por outras 

parasitoses (n=40) e G3 –pacientes aparentemente saudáveis (n=40). 
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Tabela 5. Reatividade cruzada pelo teste ELISA, em amostras de soro de pacientes com 

infecção por outros parasitos (Grupo 2) na detecção de anticorpos IgG anti-Strongyloides, 

utilizando como antígeno os peptídeos B2, B4, C9, C10 ou D3 expressos na superfície dos 

fagos. 

 

Infecção 
ELISA, n+ (%) 

Fago B2 Fago B4 Fago C9 Fago C10 Fago  D3 

Ancilostomídeos (n=8) 2 (25,0) 1 (12,5) 0 1 (12,5) 1 (12,5) 

Ascaris lumbricoides (n=7) 2 (28,6) 2 (28,6) 3 (42,8) 2 (28,6) 3 (42,8) 

Enterobius vermicularis (n=5) 2 (40,0) 2 (40,0) 1 (20,0) 1 (20,0) 2 (40,0) 

Giardia lamblia (n=3) 0 0 0 1 (33,3) 1 (33,3) 

Hymenolepis nana (n=7) 0 0 0 1 (14,3) 0 

Schistosoma mansoni (n=3) 2 (66,6) 1 (33,3) 0 1 (33,3) 0 

Taenia sp. (n=5) 0 0 0 0 0 

Trichuris trichiura (n=2) 1 (50,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 0 1 (50,0) 

Total (n=40) 9 (22,5) 7 (17,5) 5 (12.5) 7 (17.5) 8 (20.0) 

                                     n = amostras; n+ = número de amostras positivas 
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4.8.  Phage-ELISA de competição 

 Para analisar a capacidade do peptídeo em mimetizar antígenos de S. stercoralis, um 

teste ELISA de competição com os cinco clones selecionados e o extrato total de S. 

venezuelensis foi realizado. A competição destes antígenos pela ligação à anticorpos IgG 

de pool de soro de pacientes com estrongiloidíase está representada na figura 9. 

 Os dados demonstraram que cada clone foi parcialmente inibido de maneira dose 

dependente à medida que o soro de pacientes com estrongiloidíase foi previamente 

incubado com concentrações crescentes de antígeno heterólogo. Em contraste, nenhuma 

inibição foi observada com o fago selvagem M13 (dados não mostrados). O controle 

negativo utilizado foi o fago selvagem M13 e o controle positivo, pool de soro de pacientes 

com estrongiloidíase. Estes dados indicam que os peptídeos expressos nos clones de fagos 

podem ser reconhecidos especificamente pelas IgGs anti-Strongyloides presentes no soro 

de pacientes com estrongiloidíase, e dessa forma mimetizar os epítopos presentes nas 

proteínas totais do extrato bruto do parasito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Phage-ELISA de competição dos clones de fagos selecionados B2, B4, 

C9, C10 e D3 testados com concentrações crescentes de extrato total heterólogo de 

larvas filarióides de S. venezuelensis. 
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4.9. Síntese química dos peptídeos expressos na superfície dos fagos 

selecionados 

 

  Os peptídeos sintéticos C9, C10 e D3 na forma liofilizada (5mg) foram submetidos à 

dissolução para dar início aos testes de validação. No entanto houve problemas com a 

dissolução do peptídeo sintético C9, e optou-se por dar andamento aos testes apenas com os 

peptídeos C10 e D3.  

 

4.10. ELISA para verificação da imunogenicidade dos peptídeos sintéticos 

 

A figura 10 representa a reatividade dos anticorpos IgG anti-Strongyloides circulantes 

no soro de pacientes dos 3 grupos de estudo contra os 2 peptídeos sintéticos C10 e D3. Os 

resultados foram expressos em índice de reatividade, e as amostras que apresentaram valores 

maiores que 1 foram consideradas positivas. A positividade ou negatividade individual de 

cada amostra de soro dos Grupos 1, 2 ou 3 pode ser verificada nas tabelas 7, 8 e 9 

respectivamente. 

Tanto o peptídeo sintético C10 quanto D3 apresentaram ótima sensibilidade no teste, 

95% das amostras de soro de pacientes com estrongiloidíase tiveram as IgGs anti-

Strongyloides detectadas pelos dois antígenos, sendo que apenas duas amostras não 

apresentaram reatividade suficiente, sendo consideradas falso negativas. A amostra de soro 

10, foi detectada como falso negativa em ambos os peptídeos sintéticos (tabela 7). 

A reatividade cruzada dos dois peptideos com amostras de soro de pacientes 

acometidos por outras parasitoses (Grupo 2) pode ser verificada na tabela 6. Quando utilizado 

o peptídeo C10, este representou positividade de 20%. Essa reatividade foi bem menor 

quando testado o peptídeo D3, apresentando melhor especificidade em relação ao primeiro 

para este grupo de pacientes, apenas 12,5% das amostras, ou seja, cinco foram detectadas 

como falso positivas como verificado na tabela 8. Tanto o peptídeo sintético C10 quanto o D3 

reagiram ao menos com uma amostra de soro de paciente infectado com ancilostomídeos, A. 

lumbricoides, E. vermicularis, H. nana ou S. mansoni. As amostras de soro número 7 (A. 

lumbricoides ), 13 (S. mansoni), 21 (H. nana) e 36 (ancilostomídeo) foram detectadas como 

falso positivas para ambos os peptídeos, porem apresentaram reatividade menor quando na 

reação de ELISA foi utilizado o peptídeo D3 (figura 10). 

No Grupo 3, quando testados a reatividade das IgGs circulantes em amostras de soro 

de pacientes aparentemente saudáveis, pode ser verificada reatividade cruzada correspondente 
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a 7,5% (3 amostras falso positivas) para o peptídeo C10, esta reatividade foi 

consideravelmente menor quando utilizado o peptídeo D3, ou seja, apenas uma amostra foi 

detectada como falso positiva, representando 2,5%. Estas amostras não coincidiram para os 

dois antígenos (tabela 9).  

Curvas ROC, assim como o cut-off da reação, sensibilidade, especificidade, eficiência 

de diagnóstico e razão de probabilidade positiva e negativa estão apresentadas na figura 10. 

Ambos apresentaram excelente potencial diagnóstico, com área sobre a curva igual a 0,965 e 

0,961 para os peptídeos sintético C10 e D3, respectivamente. O peptídeo sintético D3 

apresentou melhor eficiência de diagnóstico, com valor igual a 93,3%, e também melhor 

sensibilidade (95%) e especificidade (92,5%), além de melhores valores de razão de 

verossimilhança (LR+ = 12,67; LR- = 0,05). 
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Figura 10. Detecção de IgG sérica anti-Strongyloides por ELISA em amostras de soro na 

diluição 1:160 dos indivíduos dos grupos G1 – pacientes positivos para estrongiloidíase 

(n=40); G2 – pacientes acometidos por outras parasitoses (n=40) e G3 – pacientes 

aparentemente saudáveis (n=40), utilizando como antígenos peptídeos sintéticos C10 e D3. 

Os valores estão expressos em índice de reatividade (IR) e a linha horizontal indica o ponto de 

corte da reação com IR = 1. Os resultados com IR > 1 foram considerados positivos. Curvas 

receiver operating characteristic (ROC) indicam area under curve (área sob a curva; AUC), 

cut-off, sensibilidade (Se, %), especificidade (Es, %), eficiência de diagnóstico (ED, %),  

razão de probabilidade + e - (likelihood ratio; LR) e % a porcentagem de resultados positivos. 
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Tabela 6. Reatividade cruzada pelos testes ELISA, em amostras de soro de pacientes com 

infecção por outros parasitos (Grupo 2) na detecção de anticorpos IgG anti-Strongyloides, 

utilizando como antígeno os peptídeos sintéticos C10 e D3. 

 

Infecção 
 ELISA, N+(%) 

Peptídeo C10 Peptídeo D3 

Ancilostomídeos (n=8) 2 (25,0) 1 (12,5) 

Ascaris lumbricoides (n=7) 1 (14,3) 1 (14,3) 

Enterobius vermicularis (n=5) 2 (40,0) 0 

Giardia lamblia (n=3) 0 0 

Hymenolepis nana (n=7) 1 (14,3) 2 (28,57) 

Schistosoma mansoni (n=3) 1 (33,3) 1 (33,3) 

Taenia sp. (n=5) 1 (20,0) 0 

Trichuris trichiura (n=2) 0 0 

Total (n=40) 8 (20,0) 5 (12,5) 

                                                    n = amostras; n+ = número de amostras positivas 
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Tabela 7. Resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com estrongiloidíase (Grupo 1) para 

a detecção de anticorpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando como 

antígeno os peptídeos B2, B4, C9, C10 ou D3 expressos na superfície dos fagos e os 

peptídeos sintéticos C10 e D3.  

Amostra 

de soro 

ELISA 

Fago B2 Fago B4 Fago C9 Fago C10 Fago D3 Peptideo C10 Peptideo D3 

1 + + + + + + + 

2 - - - + + + + 

3 + + + + + + + 

4 - - + + - + + 

5 + + + + + + + 

6 + - + - - + + 

7 - - + + - + + 

8 + + + + + + + 

9 + + - + + + - 

10 + + + + + - - 

11 + + + + + + + 

12 + + + + + + + 

13 - + + + + + + 

14 + - - - - + + 

15 + + + + + + + 

16 + + + + + + + 

17 + + + + + + + 

18 - + + + - + + 

19 + + + + + + + 

20 - + - - - + + 

21 - - + + - + + 

22 + + + + + + + 

23 + + + + + + + 

24 + + + + + + + 

25 + + + + + + + 

26 + + + + + + + 

27 + + + + + + + 

28 + + + + + + + 

29 + + + + + + + 

30 + + + + + + + 

31 + + + - + + + 

32 + + + + + + + 

33 + + + + + + + 

34 + + + + + + + 

35 + + + + + - + 

36 - - - - - + + 

37 + + + + + + + 

38 + + + + + + + 

39 + + + + + + + 

40 + + + + + + + 
- = Negativo; + = Positivo 
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Tabela 8. Resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com infecção por outras parasitoses 

(Grupo 2) para a detecção de anticorpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando 

como antígeno os peptídeos B2, B4, C9, C10 ou D3 expressos na superfície dos fagos e os 

peptídeos sintéticos C10 e D3.  

 
Amostra de 

soro/parasito 

    ELISA    

Fago 

B2 

Fago 

B4 

Fago 

C9 

Fago 

C10 

Fago 

D3 

Peptideo 

C10 

Peptideo 

D3 

 

1 A. lumbricoides + + + + + - -  

2 A. lumbricoides - - - - - - -  

3 A. lumbricoides - - - - - - -  

4 A. lumbricoides - + + - + - -  

5 A. lumbricoides + - + + + - -  

6 A. lumbricoides - - - - - - -  

7 A. lumbricoides - - - - - + +  

8 E. vermicularis - - - - - + -  

9 E. vermicularis + + - + + - -  

10 E. vermicularis - - - - + - -  

11 E. vermicularis - - - - - - -  

12 E. vermicularis + + + - - + -  

13 S. mansoni + - - + - + +  

14 S. mansoni + + - - - - -  

15 S. mansoni - - - - - - -  

16 H. nana - - - - - - +  

17 H. nana - - - - - - -  

18 H. nana - - - - - - -  

19 H. nana - - - + - -   

20 H. nana - - - - - - -  

21 H. nana - - - - - + +  

22 H. nana - - - - - - -  

23 Taenia sp - - - - - - -  

24 Taenia sp - - - - - - -  

25 Taenia sp - - - - - - -  

26 Taenia sp - - - - - - -  

27 Taenia sp - - - - - + -  

28 G. lamblia - - - - - - -  

29 G. lamblia - - - + - - -  

30 G. lamblia - - - - + - -  

31 Ancilostomídeo - - - - - - -  

32 Ancilostomídeo - - - - - - -  

33 Ancilostomídeo - - - - - - -  

34 Ancilostomídeo - - - - - - -  

35 Ancilostomídeo + + - + + - -  

36 Ancilostomídeo - - - - - + +  

37 Ancilostomídeo + - - - - - -  

38 Ancilostomídeo - - - - - + -  

39 Trichuris sp.  - - - - - -  

40 Trichuris sp. + + + - + - -  
- = Negativo; + = Positivo 
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Tabela 9. Resultados dos testes ELISA dos 40 indivíduos aparentemente saudáveis (Grupo 3) 

para a detecção de anticorpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando como 

antígeno os peptídeos B2, B4, C9, C10 ou D3 expressos na superfície dos fagos e os 

peptídeos sintéticos C10 e D3.  

Amostra 

de soro 

ELISA 

Fago B2 Fago B4 Fago C9 Fago C10 Fago D3 Peptideo C10 Peptideo D3 

1 - - + + + - - 

2 - - - - - - - 

3 + + + + - - - 

4 + + + + - - - 

5 - - - - - - - 

6 - - - - - - - 

7 - - - - - - + 

8 - - - - - - - 

9 - - - - - - - 

10 - - + - - - - 

11 - - - - + + - 

12 + + - - + - - 

13 - - - - - - - 

14 - - - - - - - 

15 - - - - + - - 

16 + + - - + - - 

17 - - + - - - - 

18 + + + + + - - 

19 + + - - + - - 

20 + + + + + - - 

21 + + + + + - - 

22 + + + + + + - 

23 - - + + - - - 

24 - - - - + - - 

25 + + + + - - - 

26 - - - - - - - 

27 - - - - - - - 

28 - + - + - - - 

29 - - - - - - - 

30 + + - + + - - 

31 - - - - - - - 

32 - - - - - - - 

33 - - - - - - - 

34 + + - - - - - 

35 - - - - - - - 

36 - + - - - - - 

37 - - - - - - - 

38 - - - - - + - 

39 - - - - - - - 

40 + - - - - - - 
- = Negativo; + = Positivo 
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5.    DISCUSSÃO 

 

Este é o primeiro estudo no qual utilizou a técnica de Phage display para a seleção de 

mimotopos de S. stercoralis a serem empregados no aprimoramento do diagnóstico da 

estrongiloidíase humana. A estrongiloidíase é frequentemente sub-diagnosticada uma vez que 

em grande parte dos pacientes acometidos permanece assintomática. Testes diagnósticos 

convencionais baseados em exames parasitológicos apresentam limitações em relação à 

sensibilidade, devido à ausência de eliminação de ovos, eliminação intermitente de larvas nas 

fezes, além da baixa produção das mesmas na fase crônica da doença em pacientes 

assintomáticos, o que dificulta a detecção do parasito (DREYER et al., 1996; SIDDIQUI; 

BERK, 2001; GREINER; BETTENCOURT; SEMOLIC, 2008). 

A detecção de anticorpos específicos contra Strongyloides por meio de testes 

imunológicos é de grande importância para o diagnóstico da estrongiloidíase humana, pois 

complementa a análise parasitológica (COSTA-CRUZ et al., 1997; SILVA et al., 2003; 

RODRIGUES et al., 2004). No entanto, estes testes apresentam limitações no que diz respeito 

às dificuldades encontradas na obtenção de quantidades suficientes de larvas filarióides de S. 

stercoralis utilizadas nas preparações antigênicas empregadas, e também devido à reatividade 

cruzada com outros helmintos. As limitações encontradas no diagnóstico da estrongiloidiase 

humana nos levaram a propor a utilização da tecnologia de Phage display como uma nova 

estratégia para desenvolver e selecionar novos antígenos capazes de detectar IgG anti-

Strongyloides circulantes em pacientes infectados por S. stercoralis. 

A escolha desta técnica se deve ao sucesso obtido em vários estudos na obtenção de 

diversas moléculas de interesse, como anticorpos (BARBAS et al., 1992; RADER; BARBAS, 

1997; LIU et al., 2004;), peptídeos (NOREN; NOREN, 2001; HUTCHINSON et al., 2004; 

ANDRE et al., 2005; LANG et al., 2006; RIBEIRO et al., 2010; MANHANI et al., 2011; 

VAN NIEUWENHOVE et al., 2012), enzimas (SOUMILLION, 1994), receptores de 

superfície celular (ROBERTSON, 1993), entre outras estruturas. Além disso, apresenta 

grande impacto na imunologia, biologia celular, desenvolvimento de medicamentos e outros 

fármacos (AZZAY; HIGHSMTH, 2002; WILLATS, 2002). Em todas estas pesquisas o 

biopanning de biblioteca de fagos confirmou ser uma técnica adequada para a seleção e 

identificação de epítopos miméticos, os quais podem contribuir para a elucidação e 

identificação das bases moleculares do reconhecimento biológico. Além do mais, o fato de 

que mesmo apresentando poucos peptídeos recombinantes em sua superfície, bacteriófagos 
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podem ser utilizados como ferramentas para analisar e subsequentemente clonar o peptídeo de 

interesse com boa eficiência (GNANASEKAR; PADMAVATHI; RAMASWAMY, 2005). 

Tecnologias emergentes baseadas em Phage display podem beneficiar diagnósticos 

através da produção de moléculas, as quais seriam inviáveis de se obter pelos métodos 

tradicionais. Constitui uma tecnologia vantajosa por ser de fácil e rápida execução e por não 

requerer a utilização de modelos experimentais em roedores. Peptídeos expressos na 

superfície de fagos selecionados podem mimetizar epítopos verdadeiros de S. stercoralis, 

sendo assim referenciados como mimotopos. A estratégia deste estudo consistiu em selecionar 

mimotopos com potencial diagnóstico avaliando soros policlonais de pacientes, bem como 

utlilizar IgG purificada (IgG anti-Strongyloides) proveniente de pacientes infectados por S. 

stercoralis como alvo específico para o processo de seleção. 

 Muitas técnicas têm sido utilizadas para separação de proteínas, porém as técnicas de 

separação por afinidade, com uso de substratos magnéticos têm se mostrado muito úteis, por 

ser uma metodologia rápida e eficaz na obtenção de IgGs de boa qualidade utilizando pequena 

quantidade de amostra (SAFARIK; SAFARIKOVA, 2004). A escolha dos beads de proteína-

G para a purificação das imunoglobulinas foi devido a correta orientação, que a proteína-G 

favorece ao anticorpo potencializando o seu uso (HÃRMÃ et al., 2000), bem como da baixa 

ligação inespecífica e contaminação das micropartículas (WHITEAKER et al., 2007), além da 

dimuição do impedimento estérico entre o anticorpo e o antígeno (KIM et al., 2009), quando 

se compara às seleções feitas em placas de poliestireno. Esta metodologia adotada para a 

captura de IgGs se mostrou eficiente neste trabalho. 

A seleção dos fagos ligantes às IgGs anti-Strongyloides de pacientes com 

estrongiloidíase foi realizada com a biblioteca de peptídeos expressos em fagos filamentosos 

M13 contendo sete aminoácidos conformacionais, a biblioteca Ph.D.-C7C (LEE et al., 2002), 

devido ao seu pequeno tamanho apresenta facilidade e precisão na ligação aos anticorpos. 

A fim de minimizar a possibilidade de seleção de fagos inespecíficos, uma subtração 

dos mesmos foi realizada, mediante incubação da biblioteca de fagos com IgG de pacientes 

saudáveis e de pacientes com outras parasitoses, sendo os ligantes inespecíficos eliminados 

antes de uma nova incubação com o alvo de interesse. Este processo favoreceu uma maior 

especificidade aos fagos ligantes às IgGs anti-Strongyloides. 

A estratégia de Phage display nos levou a selecionar 14 clones com diferentes 

sequencias entre si, sugerindo que os mesmos são epítopos imunodominantes presentes em 

proteínas principais que desencadearam uma resposta humoral contra a infecção por S. 

stercoralis. No entanto, apenas nove clones apresentaram similaridade com proteínas de S. 



67 

______________________________________________________________    DISCUSSÃO 

stercoralis de acordo com pesquisas no GeneBank, sendo elas proteínas envolvidas na 

sinalização (nuclear hormone receptor of the steroid/thyroid hormone receptors superfamily, 

SIDDIQUI et al., 2000), precursores enzimáticos (aspartic protease precursor, GALLEGO; 

SLADE; BRINDLEY, 1998), fatores de transcrição (forkhead transcription factor 1, MASSEY 

et al., 2003), metabolismo mitocondrial (cytochrome c oxidase subunit I, HU; CHILTON; 

GASSER,  2003) e proteínas imunorreativas (IgG-immunoreactive zinc finger protein, 

SIDDIQUI; STANLEY; BERK; 2001), entre outras. 

No alinhamento entre as nove sequências selecionadas não foram encontradas 

similaridades perfeitas. Alguns autores relataram a falta de similaridades perfeitas dos 

peptídeos selecionados entre si, ou com proteínas já catalogadas (SANTAMARIA et al., 

2001; DU et al., 2006; HU et al., 2006). 

No teste de pré-validação por Phage-ELISA, ficou claro o potencial diagnóstico dos 

nove clones de fagos selecionados, pela comparação da reatividade com o fago selvagem, o 

qual apresentou reatividade bem inferior. Diante disto, supõe-se que os peptídeos expressos 

na superfície destes fagos são os responsáveis pela maior reatividade dos mesmos por ser o 

diferencial em relação ao fago selvagem. A partir deste pressuposto foi dado seguimento à 

validação dos clones de maior relevância, escolhidos com base na sua reatividade no teste de 

pré-validação, e no seu potencial em discriminar amostras de soro negativas daquelas de 

pacientes infectados pelo parasito, sendo eles os clones de fagos B2, B4, C9, C10 e D3. Todos 

os cinco apresentaram capacidade em distinguir pacientes infectados por S. stercoralis de 

indivíduos não infectados nos testes de validação diagnóstica por Phage-ELISA. 

Apresentaram valores de AUC (area under curve) maiores que 0,8, o que representa uma boa 

precisão do teste diagnóstico. Entre todos os clones, o fago C9 apresentou os melhores 

resultados para AUC (0,871), sensibilidade (78,5%) e especificidade (80%), seguido pelos 

fagos C10 e D3, que também apresentaram menor reatividade cruzada com soro de pacientes 

acometidos por outros parasitos. O fago C9 apresentou também maior valor de razão de 

verossimilhança positiva, consideravelmente bom e representa uma alta probabilidade de um 

verdadeiro diagnóstico positivo, enquanto seu menor valor de razão de verossimilhança 

negativa é adequado para descartar a possibilidade da doença. 

A baixa reatividade cruzada observada no fago C9, com especificidade satisfatória 

(80%) sugeriu a sua utilização como antígeno promissor no diagnóstico sorológico da 

estrongiloidíase humana, que também pode incluir o fago C10 (77,5%). Além disso, estes 

novos antígenos poderão ser utilizados rotineiramente em programas de investigação 
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epidemiológica, contribuindo diretamente para o controle e prevenção da doença, devido à 

facilidade na sua produção, e praticidade na utilização em imunoensaios simples.  

No ensaio Phage-ELISA de competição observou-se uma redução da reatividade dos 

clones de fagos com o aumento da concentração de proteínas de S. venezuelensis, ou seja, de 

forma dose dependente. Diante disto, pode-se afirmar que os clones de fagos selecionados 

pela tecnologia de Phage display podem mimetizar epítopos de S. stercoralis e se ligar 

especificamente ao pool do soro de pacientes com estrongiloidíase. Optou-se por utilizar neste 

ensaio o extrato de S. venezuelensis por compartilhar muitos epítopos com S. stercoralis, além 

de ser utilizado com sucesso no diagnóstico da estrongiloidíase humana (COSTA-CRUZ et 

al., 2003; RODRIGUES et al., 2007, 2009; MACHADO et al., 2008b; FELICIANO et al., 

2010; GONZAGA et al., 2013). 

Diante dos resultados obtidos, foram escolhidos os fagos C9, C10 e D3 pelo seu 

melhor potencial diagnóstico, para a construção dos respectivos peptídeos sintéticos, realizada 

por síntese química dos peptídeos expressos em suas superfícies, a fim de se obter peptídeos 

livres das partículas virais, e assim obter mimotopos de maior especificidade. A construção 

dos peptídeos sintéticos foi esquematizado de acordo com o sistema de peptídeos antigênicos 

múltiplos (MAPS – Multiple Antigenic Peptides), o qual tem sido utilizado com sucesso na 

produção de alta titulação de anticorpos anti-peptídeo (POSNETT; MCGRATH; TAM,  1988; 

WANG et al., 1991) e de vacinas de peptídeo sintético (TAM, 1988). Infelizmente o peptídeo 

sintético C9 apresentou problemas na sua dissolução, o que impossibilitou seu emprego no 

ensaio ELISA, sendo validados apenas os peptídeos sintéticos C10 e D3.  

Ambos apresentaram excelente potencial diagnóstico, superior aos clones de fagos. 

Apresentaram AUC > 0,96, sensibilidade de 95%, com performance diferenciada na 

especificidade. O peptídeo sintético D3 apresentou valor correspondente a 93,3%, e o 

peptídeo C10 86,3%. Desta forma, o peptídeo sintético D3 se destacou com excelente 

eficiência diagnóstica (93,3%), seguido pelo peptídeo sintético C10 (89,2%), além de 

melhores valores de razão de verossimilhança (LR+ = 12,67; LR- = 0,05). Os dois peptídeos 

correspondem a mimotopos com alto potencial antigênico, capazes de serem utilizados com 

sucesso em diversas técnicas imunológicas na detecção da estrongiloidíase humana. 

Recentes avanços na imunologia de doenças infecciosas sugerem que um 

sorodiagnóstico eficiente requer alta antigenicidade de epítopos imunodominantes para ativar 

anticorpos a serem desenvolvidos na maioria, se não em todos os indivíduos infectados, desta 

forma o antígeno deve conter o epítopo ou seus substitutos, como moléculas que o 

mimetizam. 
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A introdução de ensaios imunológicos baseados em antígenos recombinantes que 

podem ser produzidos em grandes quantidades oferece alternativas atrativas à utilização de 

antígenos naturais, como extratos antigênicos produzidos a partir do parasito S. stercoralis, S. 

venezuelensis ou S. ratti.  

Sequências de peptídeos selecionados a partir de bibliotecas de fagos, contra 

anticorpos circulantes produzidos por infecção de microorganismos ou parasitos tem sido 

descrito como mimotopos para hepatite B (FOLGORI et al., 1994), HIV (PALACIOS-

RODRIGUEZ et al., 2011), neurocisticercose (RIBEIRO et al., 2010; MANHANI et al., 

2011; GAZARIAN et al., 2012), entre outros. 

Outras investigações têm utilizado um antígeno recombinante de 31 KDa (denominado 

NIE) com precisão significativa no diagnóstico sorológico da estrongiloidíase humana 

(RAMANATHAN et al., 2008; KROLEWIECKI et al., 2010), porém esses estudos avaliam a 

reatividade cruzada em grupo muito restrito, que consistia apenas de pacientes infectados com 

filaria. Em estudos de reatividade cruzada é imprescindível que possíveis antígenos sejam 

validados utilizando grupos de pacientes com maior heterogeneidade de infecções 

parasitárias, especialmente em regiões endêmicas, para desta forma confirmar a eficiência do 

antígeno especifico ou teste diagnóstico.  

Efetuou-se uma abordagem abrangente a respeito da reatividade cruzada, todos os 

clones aqui selecionados por Phage display bem como os peptídeos sintéticos foram testados 

em um grupo com maior diversidade de pacientes acometidos por diferentes parasitos, e 

observou-se uma baixa reatividade cruzada, considerando a região endêmica onde doenças 

parasitárias são altamente prevalentes. Por esta razão, reações cruzadas entre os testes 

sorológicos para estrongiloidíase podem ocorrer, e geralmente são detectadas em pacientes 

infectados por S. mansoni e Taenia sp (LINDO et al., 1994; GROVE, 1996; 

SITHITHAWORN et al., 2003). 

O fato de alguns indivíduos saudáveis serem reativos aos antígenos obtidos, sendo 

assim considerados falso positivos, pode ser explicado por uma possível exposição ao parasito 

S. stercoralis em algum momento anterior, sendo que a memória imunológica foi mantida e 

detectada pelos clones selecionados. No entanto, quando testados os peptídeos sintéticos, os 

casos falso positivos diminuíram consideravelmente. Desta forma, a utilização do peptídeo 

sintético seria excelente opção, por conter apenas moléculas miméticas ao parasito, livres das 

partículas virais dos fagos, conferindo assim testes sorológicos mais confiáveis, com melhor 

sensibilidade e menor reatividade cruzada.  
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Mais estudos estão sendo realizados para melhor explicar estes casos, a fim de 

discriminar infecção ativa por S. stercoralis dos casos suspeitos ou falso positivos nos testes 

sorológicos, e ainda para diferenciar infecções recentes das infecções mais antigas 

(GONZAGA et al., 2011). 

Diferentemente das técnicas com maior nível de complexidade, inviáveis de serem 

empregadas em laboratórios mais simples, como o antígeno recombinante de 31 kDa, o qual é 

fusionado a luciferase por meio de cultura de células de mamíferos (RAMANATHAN et al., 

2008; KROLEWIECKI et al., 2010), neste trabalho foi desenvolvido um ensaio com simples 

produção de antígeno recombinante por meio de cultura bacteriana e sua aplicação direta no 

sistema Phage-ELISA, técnicas que podem ser utilizadas em rotina laboratorial em 

laboratórios menos equipados. 

Realizou-se a validação dos mimotopos por meio de teste ELISA por ser considerado 

um teste superior aos outros testes sorológicos no que diz respeito à praticidade, segurança e 

disponibilidade de reagentes, além de apresentar alta sensibilidade em torno de 85% a 95% e 

especificidade que pode chegar a 90% na detecção de anticorpos circulantes em pacientes 

com estrongiloidíase (SCHAFFEL et al., 2001; KOOSHA; FESHARAKI; ROKNI, 2004; 

VAN DOORN et al., 2007). Dessa forma, o teste ELISA aliado a utilização de antígenos 

altamente sensíveis e específicos que possam ser produzidos com facilidade e sem alto custo, 

seria uma excelente alternativa no diagnóstico da estrongiloidíase humana e em estudos 

soroepidemiológicos, e também no monitoramento de pacientes submetidos a tratamento anti-

helmíntico podendo ser executado com sucesso em laboratórios mais simples. O mimotopo 

peptídeo sintético D3, além da excelente sensibilidade correspondente a 95% apresentou 

especificidade superior, 92,5%. 

Há a hipótese de que os peptídeos obtidos neste estudo também apresentem grande 

potencial para serem utilizados em ensaios vacinais, a fim de demonstrar que estes epitopos 

são capazes de induzir a produção de anticorpos anti-S. stercoralis neutralizantes em 

humanos, e dessa forma impedir o estabelecimento da infecção e progressão da doença. Estes 

novos biomarcadores são capazes de detectar anticorpos circulantes específicos em indivíduos 

acometidos pela estrongiloidíase, com razoável sensibilidade e especificidade quando 

utilizado o sistema fago-peptideo, e com eficiência consideravelmente superior quando 

utilizado apenas o peptídeo na forma sintética.  

Outro ponto que reforça a afirmativa de que os peptídeos obtidos se tratam de 

mimotopos de S. stercoralis, é o fato de apresentarem similaridade com proteínas do parasito 

dispostas no banco de dados GeneBank. O mesmo não acontece com o antígeno recombinante 
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NIE citado neste texto (RAMACHANDRAN et al., 1998). Mais investigações ainda devem 

ser realizadas a fim de melhorar a especificidade dos antígenos miméticos aqui obtidos. 

 Os epitopos expressos na superfície de fagos selecionados por Phage display 

oferecem uma alternativa a outros antígenos recombinantes. O uso de proteínas 

recombinantes obtidas por técnicas clássicas de engenharia genética para imunodiagnóstico 

exige maior infra-estrutura, é mais caro e mais trabalhoso quando comparada à produção de 

peptídeos em fagos. Os fagos após a seleção, podem ser “produzidos” em larga escala, pois ao 

infectarem uma bactéria, se multiplicam com facilidade e assim poderão ser dosados e 

utilizados como antígenos, tanto como fagos inteiros quanto como peptídeos sintetizados, no 

imunodiagnóstico da estrongiloidíase humana. 

Nesse sentido, a busca por novos biomarcadores podem levar a novos métodos para o 

diagnóstico diferencial, e futuramente auxiliar na determinação do grau de infecção além da 

possibilidade de serem utilizados também no acompanhamento terapêutico.   
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6. CONCLUSÕES 

 

 Foi possível selecionar com sucesso cinco clones de fagos potencialmente antigênicos, e 

a partir deles produzir dois peptídeos sintéticos altamente sensíveis e específicos, todos 

validados por teste ELISA, constituindo importante fonte antigênica potencialmente 

aplicável no diagnóstico da estrongiloidíase humana; 

 A alta sensibilidade e especificidade conferida aos peptídeos sintéticos no teste de 

validação, em especial ao peptídeo sintético D3, demonstraram seu alto potencial 

antigênico e a possibilidade de seu uso em testes imunodiagnósticos e talvez em ensaios 

vacinais futuros a fim de neutralizar uma possível infecção por S. stercoralis; 

 A análise de bioinformática revelou que os peptídeos selecionados apresentaram 

similaridade com proteínas de S. stercoralis depositadas no GeneBank, demonstrando 

que a seleção de peptídeos reativos contra IgG anti-Strongyloides foi eficaz; 

 Os resultados obtidos neste trabalho são promissores no que concerne ao uso de clones 

de fagos para a identificação de peptídeos específicos a serem utilizados com sucesso no 

diagnóstico da estrongiloidíase humana. 
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