
 

 

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 

IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADAS 
 

 

 

 

 

Nágilla Daliane Feliciano 

 

 

 

 

 

 

Avaliação de frações antigênicas de Strongyloides 

venezuelensis obtidas por hidrofobicidade, no 

imunodiagnóstico da estrongiloidíase humana 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uberlândia – MG 

2010 
 



1 

 

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 

IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADAS 
 

 

 

 

 

Nágilla Daliane Feliciano 

 

 

 

 

 

 

Avaliação de frações antigênicas de Strongyloides 

venezuelensis obtidas por hidrofobicidade, no 

imunodiagnóstico da estrongiloidíase humana 
 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Imunologia e Parasitologia 

Aplicadas como parte das exigências para 

obtenção do título de Mestre em Imunologia e 

Parasitologia Aplicadas. 

 

 

        Prof
a
. Dra. Julia Maria Costa Cruz 

Orientadora 

 

 

 

 

 

 

 

Uberlândia – MG 

2010 
 



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                        

       

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 

 

 
F314a 

 
Feliciano, Nágilla Daliane, 1981-            

     Avaliação de frações antigênicas de Strongyloides venezuelensis 

obtidas por hidrofobicidade, no imunodiagnóstico da estrongiloidíase 

humana [manuscrito] / Nágilla Daliane Feliciano. -  2010. 

     86 f. : il. 

 

     Orientadora:.Julia Maria Costa Cruz. 

     Dissertação (mestrado) - Universidade  Federal  de  Uberlândia, 

Programa de Pós-Graduação em Imunologia e Parasitologia Aplicadas. 

      Inclui bibliografia. 

1.         1. Estrongiloidíase - Diagnóstico - Teses.  2.  Imunodiagnóstico - 
Teses. 2. Antígenos - Teses. I. Costa-Cruz, Júlia Maria. II. Universida- 

2.    de Federal de Uberlândia. Programa de Pós-Graduação em Imunologia 

3.    e Parasitologia Aplicadas. III. Título.                                                                                                                                         

                                                                             CDU: 616.995.132.2 

                           
                               Elaborado pelo Sistema de Bibliotecas da UFU  /  Setor de Catalogação e Classificação 

 

 

 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Uma pequenina mudança hoje acarreta-nos um 

amanhã profundamente diferente. São grandes as 

recompensas para aqueles que optam pelos 

caminhos duros e difíceis, mas recompensas 

acham-se ocultas pelos anos. Toda escolha é feita 

inteiramente às cegas, e o mundo não nos dá 

garantia alguma... O bom caráter advém de 

seguirmos nosso supremo senso de retidão, de 

confiarmos nos ideais sem sequer estarmos certos 

de que darão certo.” 

 

(Richard Back) 

 

“O segredo é sempre estar de braços 

estendidos em vez de cruzados.” 
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RESUMO 

 

A estrongiloidíase humana é uma parasitose intestinal de importância mundial, ocorre 

de forma assintomática em 50% dos indivíduos infectados, contudo, pode causar 

hiperinfecção e disseminação em pacientes imunodeprimidos. A utilização do diagnóstico 

preciso é de grande importância para identificação e controle desta parasitose. O emprego de 

antígenos fracionados tem possibilitado o desenvolvimento de testes diagnósticos mais 

confiáveis, uma vez que apresentam sensibilidade e especificidade superiores aos antígenos 

de extratos totais. O objetivo do presente estudo foi caracterizar e comparar os extratos totais 

salino (ES) e alcalino (EA) de Strongyloides venezuelensis e suas respectivas frações 

detergente (ESD e EAD) e aquosa (ESA e EAA) no imunodiagnóstico da estrongiloidíase 

humana. As frações antigênicas foram obtidas a partir dos extratos ES e EA por 

fracionamento com Triton X-114 e testadas em amostras de soro para detecção de IgG pelo 

teste ELISA e pelo immunoblotting (IB). Foram analisadas 120 amostras de soro: 40 de 

pacientes com estrongiloidíase (Grupo 1), 40 de pacientes com outras infecções parasitárias 

(Grupo 2) e 40 de indivíduos aparentemente saudáveis (Grupo 3). Exames parasitológicos de 

Baermann-Moraes e Lutz foram realizados com três amostras de fezes por indivíduo para 

identificação ou não de parasitos intestinais. Foram calculadas a sensibilidade, especificidade 

e eficiência do diagnóstico de cada teste empregado para cada preparação antigênica. As 

sensibilidades e especificidades dos testes ELISA foram 90% e 90% (ES); 95% e 95% (ESD); 

90% e 90% (ESA); 92,5% e 93,8% (EA); 87,5% e 88,8% (EAD) e 77,5% e 78,8% (EAA) 

respectivamente e no IB foram 95% e 92,5% (ES); 95 e 96,3% (ESD); 82,5% e 97,5% (ESA); 

90% e 95% (EA); 92,5% e 95% (EAD) e 45% e 100% (EAA). No IB cada extrato demonstrou 

um perfil diferente de componentes antigênicos imunodominantes com variações entre as 

bandas de peso molecular aparente de 126, 126-90, 90, 55, 45-41, 45-33, 33 e 28 kDa. A 

eficiência de diagnóstico para os testes ELISA e IB para cada extrato foram: 90% e 93,3% 

(ES); 95% e 95,8% (ESD); 90% e 92,5% (ESA); 93,3% e 93,3% (EA); 88,3% e 94,2% (EAD) 

e 78,3% e 81,7% (EAA). A fração detergente obtida do extrato salino total de S. venezuelensis 

apresentou melhor eficiência de diagnóstico em ambos os testes, e é recomendada como 

antígeno alternativo no imunodiagnóstico da estrongiloidíase humana. 

 

 

 

Palavras-chaves: Estrongiloidíase, Imunodiagnóstico, Strongyloides venezuelensis, 

Antígenos. 

 

        XII 
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ABSTRACT  

 

 

Evaluation of antigenic fractions of Strongyloides venezuelensis obtained by 

hydrophobicity in the immunodiagnosis of human strongyloidiasis 

 

 

Human strongyloidiasis is an intestinal parasitosis of worldwide importance, is asymptomatic 

in 50% of infected individuals, however, can cause hyperinfection and dissemination in 

immunosuppressed patients. The use of accurate diagnosis is very important for identification 

and control of this disease. The use of fractionated antigens has enabled the development of 

diagnostic tests more reliable, the sensitivity and specificity greater than total extracts. The 

aim of this study was to characterize and compare the total saline extract (ES) and alkaline 

(EA) of Strongyloides venezuelensis and their fractions detergent (ESD and EAD) and 

aqueous (ESA and EAA) in the immunodiagnosis of human strongyloidiasis. The antigenic 

fractions were obtained from the ES and EA extracts by fractionation with Triton X-114 and 

tested in serum samples to detect IgG by ELISA and by immunoblotting (IB). We analyzed 

120 serum samples: 40 patients with strongyloidiasis (Group 1), 40 patients with other 

parasitic infections (Group 2) and 40 apparently healthy individuals (Group 3). Parasitological 

tests Baermann-Moraes and Lutz were performed with three samples of faeces per individual 

for identification or not of intestinal parasites. We calculated the sensitivity, specificity and 

diagnostic efficiency of each test employed for each antigenic preparation. Sensitivities and 

specificities of ELISA were 90% and 90% (ES), 95% and 95% (ESD), 90% and 90% (ESA), 

92.5% and 93.8% (EA), 87.5% and 88.8% (EAD) and 77.5% and 78.8% (AAS) respectively 

and the IB were 95% and 92.5% (ES), 95 and 97.5% (ESD), 82 , 5% and 97.5% (ESA), 90% 

and 95% (EA), 92.5% and 95% (EAD) and 45% and 100% (AAS). In IB each extract showed 

a different profile of immunodominant antigenic components with variations between bands 

of apparent molecular weight of 126, 126-90, 90, 55, 45-41, 45-33, 33 and 28 kDa. The 

efficiency of diagnosis for the ELISA and IB for each extract were 90% and 93.3% (ES), 95% 

and 96.7% (ESD), 90% and 92.5% (ESA), 93.3% and 93.3% (EA), 88.3% and 94.2% (EAD) 

and 78.3% and 81.7% (AAS). The detergent fraction obtained of total salt extract of S. 

venezuelensis showed better diagnostic efficiency in both tests and is recommended as an 

alternative antigen in the immunodiagnosis of human strongyloidiasis. 

 

 

 

Keywords: Strongyloidiasis, Immunodiagnosis, Strongyloides venezuelensis, Antigens.

XIII 
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______________________________________________________________    INTRODUÇÃO 

1 – INTRODUÇÃO 

 

A estrongiloidíase é uma parasitose intestinal causada por nematódeos do gênero 

Strongyloides que acomete mamíferos, principalmente o homem, mas pode ser encontrada em 

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

O nematódeo 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, Strongyloides stercoralis, (Bavay, 1876) Stiles & 

Hassal (1902) considerada a de maior importância clínica, e a espécie Strongyloides 

fuelleborni (Grassi, 1879), causadora da estrongiloidíase humana na África e nas Filipinas 

(GROVE, 1996). 

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 de seu ciclo evolutivo completo ocorreu apenas 50 

anos após a descoberta do parasito (SIDDIQUI; BERK, 2001). 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. 

Outras espécies, tais como Strongyloides venezuelensis e Strongyloides ratti são muito 

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 pelo 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). 
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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; 

VADLAMUDI; CHI; KRISHNASWAMY, 2006; MONTES et al. 2009). Pacientes 

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

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

alcoolismo, 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). Outras doenças crônicas como, por exemplo, glomerulonefrite e diabetes mellitus 

também influenciam nos aspectos imunológicos, patogênicos e patológicos da 

estrongiloidíase (MENDONÇA et al., 2006). 

 

1.1 – Aspectos biológicos de Strongyloides stercoralis 

 

As espécies de Strongyloides são os menores 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, 2005). As diferentes espécies do gênero têm ciclos de vida 



16 

______________________________________________________________    INTRODUÇÃO 

semelhantes com alguns detalhes variando entre elas (ANDERSON, 2000; VINEY, LOK, 

2007; FERREIRA et al., 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. As larvas filarióides (L3): triplóides (3n) originam-se a partir das 

larvas rabditóides. São as formas infectantes do parasita, sendo capazes de penetrar pela pele 

ou mucosas. As fêmeas diplóides (2n) e machos haplóides (1n) de vida livre são originados 

também a partir das larvas rabditóides (GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2005). Estas fases 

evolutivas podem se desenvolver em dois ciclos distintos. O primeiro é o direto ou 

partenogenético, no qual as larvas rabditóides (L2) chegam ao meio externo levadas pelas 

fezes, onde 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 a pele íntegra ou ocasionalmente pelas mucosas, 

principalmente pela 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 são deglutidas, passando pelo esôfago, 

estômago e finalmente, atingem o intestino e se instalam na mucosa do duodeno e jejuno, 
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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, 2005).   

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 com ausência de luz direta. A temperatura 

ótima varia 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).  

Este modo de transmissão descrito anteriormente é o modo usual, chamado de hetero 

ou primoinfecção, que ocorre através da pele, mas há outros tipos de infecção, como auto-

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

2007). A auto-infecção 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), aumentando assim 

a carga parasitária. A auto-infecção é responsável pela longa permanência do parasita no 

hospedeiro e o principal fator no desenvolvimento das formas graves da estrongiloidíase 

(CARVALHO; PORTO, 2004). O processo de auto-infecção pode sofrer exacerbação com 

aumento do número de larvas e fêmeas paternogenéticas, chamado de hiperinfecção que 

podem se disseminar por todo organismo e persistir por muitas décadas (COSTA-CRUZ, 

2005; VINEY; LOK, 2007). 
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1.2 – Epidemiologia da estrongiloidíase humana 

 

A estrongiloidíase tem distribuição mundial heterogênea, em áreas de predileção no 

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

algumas ilhas do Caribe e regiões dos Estados Unidos (GENTA, 1989, BOULWARE et al., 

2007; FARDET et al., 2007; MARCOS et al., 2008). Estima-se que entre 30 e 100 milhões de 

pessoas no mundo encontram-se infectadas com S. stercoralis (KOSUBSKY; ARCHELLI, 

2004; VINEY; LOK, 2007). 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). As áreas endêmicas estão situadas, 

principalmente, entre os trópicos, especialmente, nos países subdesenvolvidos ou em 

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

2004; SANDOVAL et al., 2004; FARDET et al., 2007). Nas regiões desenvolvidas do 

mundo, como Sudeste da América do Norte e Europa, as infecções são freqüentes em 

trabalhadores do campo e também tem origem não autóctone em razão dos imigrantes e 

visitantes de áreas endêmicas (CELEDON et al., 1994; SIDDIQUI; BERK, 2001; MARCOS 

et al., 2008).  

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). 

No Brasil, a prevalência da estrongiloidíase varia de 3% a 82% representando grande 

importância na saúde pública. As maiores taxas de prevalência foram encontradas nos estados 

do Amapá, Goiás, Rondônia e Minas Gerais (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005). As taxas de 

infecção variam de acordo com a região analisada, o grupo populacional e os métodos de 
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diagnóstico parasitológico empregados pelos pesquisadores, o que dificulta a comparação dos 

dados (KOZUBSKY; ARCHELLI, 2004).  

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) e 4,4 % em puérperas lactantes (MOTA-FERREIRA et al., 2009).  

 

1.3 – Aspectos clínicos da estrongiloidíase humana 

 

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

apresentam 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 a 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 (FERREIRA, et al., 1999; 

SIDDIQUI; BERK, 2001; KEISER; NUTMAN, 2004; SILVA et al., 2005; GREINER; 

BETTENCOURT; SEMOLIC, 2008; VAIYAVATJAMAI et al., 2008).  

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

endêmicas e as manifestações clínicas são decorrentes da penetração da larva na pele e da sua 

migração, causando erupção eritêmato-papulosa, pruriginosa, conhecida como larva currens. 

A forma crônica pode ser leve, moderada ou grave; quando é leve, geralmente é 
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assintomática. Nas formas moderada e grave podem ser reportados sinais e sintomas cutâneos, 

pulmonares e gastrointestinais mais sérios, 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 e obstrução 

intestinal. O envolvimento pulmonar acarreta em tosse e hemoptise decorrentes da migração 

larval. Nos casos mais graves há a possibilidade de ocorrer broncopneumonia, desenvolver 

cavitações e abscessos associados às infecções bacterianas. Nas formas graves da doença, o 

parasito pode ser encontrado em vários órgãos como: fígado, pulmão, coração e sistema 

nervoso central (FERREIRA et al., 1999; COSTA-CRUZ, 2005; VADLAMUDI; CHI; 

KRISHNASWAMY, 2006; VELOSO; PORTO; MORAES, 2008).  

 

1.4 – Tratamento da estrongiloidíase humana 

 

O tialbendazol e albendazol são drogas de escolha para o tratamento da 

estrongiloidíase desde 1960, mas apresentam vários efeitos colaterais e são pouco eficazes 

para controle da endemia, desta forma a ivermectina droga inicialmente de uso na medicina 

veterinária, tem sido a mais empregada, sendo bastante efetiva e segura no controle de 

doenças endêmicas como a estrongiloidíase humana (LINDO et al., 1996; FERREIRA et al., 

1999, ZAHA et al., 2000; MILLER et al., 2008). 

 

1.5 – 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 auto-

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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infecção. 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., 2007).  

Estudos envolvendo a resposta imune contra helmintos tem sido realizada em modelos 

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

humoral estão envolvidas contra estes parasitos (MACHADO et al., 2005; 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-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, envolvidas na sinalização das células (OVINGTON; BEHM, 

1997; TURNER et al., 2003; COSTA-CRUZ, 2005; MONTES et al., 2009). 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; ELLIOTT, 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 

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

função na resposta imune adaptativa. As células TCD4+ 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 
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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; MACHADO et al., 2005; 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 interleucina 1 (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 delas. 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; MACHADO et al., 2005).  

A hipersensibilidade mediada pela 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 demonstrados em pacientes 

imunocompetentes com estrongiloídiase (RODRIGUES et al., 2004), mas, na doença 

disseminada e os 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 
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concentração de IgA e IgM, entretanto, não há alteração nos níveis de IgG (COSTA-CRUZ, 

2005). 

A IgG é a principal imunoglobulina do soro, correspondendo entre 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; POBER, 2003). Entre as subclasses de IgG forma-se principalmente 

IgG1 e IgG4 na elaboração da resposta imune contra S. stercoralis (ATKINS et al., 1999; 

MACHADO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2007). Acredita-se que IgG4 está 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). É possível que o aumento dos níveis de IgG4, que se segue 

às infecções primárias, reduza a expulsão dos parasitos, pelo fator mencionado anteriormente, 

o que permite o estabelecimento das fêmeas parasitas. Assim, 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). No entanto, nos casos de doença disseminada e 

casos de imunossupressão, os níveis de IgE podem estar normais   (MARCOS, 2008). 

 

1.6 – Diagnóstico da estrongiloidíase humana 

 

O diagnóstico clínico da estrongiloidíase é difícil de ser realizado, pois a maioria dos 

casos são assintomáticos ou quando com sintomatologia presente, os sintomas pulmonares e 

intestinais são comuns às outras parasitoses, dessa forma torna-se necessário a utilização de 

exames parasitológicos e imunológicos complementares (LIU; WELLER, 1993; SIDDIQUI; 

BERK, 2001; AGRAWAL; AGARWAL; GHOSHAL, 2009; ANAMNART et al., 2010). 
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Classicamente, o diagnóstico baseia-se em métodos parasitológicos que consistem na 

identificação de formas parasitárias de S. stercoralis nas fezes. As larvas podem também ser 

encontradas no fluído duodenal, lavado brônquico e ocasionalmente em fluidos e tecido do 

hospedeiro. Diversos relatos da presença de larvas rabditóides ou filarióides de S. stercoralis 

já foram detectados em broncoscopias (UPADHYAY et al., 2001), lavados broncoalveolares 

(LY et al., 2003; MAYAYO et al., 2005; GRAPSA et al., 2009), escarro (KIM et al., 2005) e 

fluido cérebro-espinhal (KOTHARY; MUSKIE; MATHUR 1999), principalmente em 

indivíduos sob corticoterapia.  Recentemente foi encontrado larvas de S. stercoralis na urina 

de um paciente (PASQUALOTTO et al., 2009).  

Em virtude da liberação de larvas nas fezes ser pequena e irregular, os métodos 

parasitológicos convencionais têm baixa sensibilidade. Várias técnicas são utilizadas para 

demonstrar as formas larvárias nas fezes, incluindo esfregaço direto em solução salina, 

método de concentração formol-éter (RITCHIE, 1948) e método de Baermann-Moraes 

(BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e suas variações, métodos de concentração por 

sedimentação, cultura em placa de ágar (ARAKAKI et al., 1988) e método de Harada-Mori 

(HARADA; MORI, 1955). 

Uma única amostra de fezes examinada para a investigação de larvas propicia a 

detecção de cerca de 15 a 24% das infecções que não apresentam complicações, a 

sensibilidade do diagnóstico aumenta entre 55 e 78% se forem usadas três amostras fecais, 

podendo chegar perto de 100% com o uso de sete amostras (UPARANUKRAW; 

PHONGSRI; MORAKOTE 1999; SIDDIQUI; BERK, 2001), porém como o exame de 

múltiplas amostras de fezes é bastante inconveniente para o paciente e consome muito tempo, 

a maioria dos médicos reluta em utilizá-lo (HIRA et al., 2004).  Deste modo, a ausência de 

larvas em poucas amostras de fezes não pode ser interpretada erroneamente como ausência da 
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infecção, o que justifica com grande relevância a importância de realização de testes 

imunológicos para confirmar o diagnóstico (SIDDIQUI; BERK, 2001). 

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 (COSTA-CRUZ, 2005; RODRIGUES et al., 2007; MACHADO et al., 2008). 

Apesar das dificuldades encontradas para obtenção e purificação de antígenos, já 

foram descritas diversas técnicas sorológicas que podem ser utilizadas no diagnóstico da 

estrongiloidíase. As principais são: imunofluorescência indireta (RIFI), Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) e Western blotting (MACHADO et al., 2001, 2003; 

RODRIGUES et al., 2004; RODRIGUES et al., 2007; VAN DOORN et al., 2007; MOTA-

FERREIRA et al., 2009). 

Estudos utilizando RIFI são direcionados para a pesquisa de diferentes classes de 

anticorpos com variações nas preparações antigênicas, como suspensão de larvas ou corte de 

larvas em criostato, e protocolo de montagem de lâminas (COSTA-CRUZ et al., 1997; 

MACHADO et al., 2001, 2003; RIGO et al., 2008; MOTA-FERREIRA et al., 2009). O teste 

ELISA é considerado superior aos outros testes sorológicos no que diz respeito à praticidade, 

automação, segurança e disponibilidade de reagentes, além disso, a sensibilidade do teste 

varia em torno de 85% a 95% e a especificidade pode chegar a 90% (ROSSI et al., 1993; LIU; 

WELLER, 1993; SCHAFFEL et al., 2001; KOOSHA; FESHARAKI; ROKNI 2004, VAN 

DOORN et al., 2007; MOTA-FERREIRA et al., 2009). A técnica Western blotting, também é 

indicada como altamente sensível e específica no reconhecimento de frações protéicas 

imunodominantes de Strongyloides (LINDO et al., 1994; ATKINS et al., 1999; PAULA et al., 

2000; SILVA et al., 2003; RIGO et al., 2008). Estudos utilizando Western blotting no 

imunodiagnóstico da estrongiloidíase confirmam que esta técnica é altamente sensível e 
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específica no reconhecimento de frações protéicas da larva filarióide de S. stercoralis  ou 

heterólogas por anticorpos no soro de pacientes com estrongiloidíase (SATO et al., 1990; 

UPARANUKRAW; PHONGSRI; MORAKOTE 1999; RODRIGUES et al., 2004; 

MACHADO et al., 2008). As proteínas mais importantes reconhecidas pelos anticorpos 

tinham massas moleculares de 28, 31, 41 e 205 kDa. Outros trabalhos divergiram desses 

achados; foram realizados experimentos semelhantes, buscando proteínas que fossem 

reconhecidas pelos anticorpos de pacientes com estrongiloidíase e obtiveram grande variação 

nas massas moleculares das proteínas encontradas. Essa diferença nos resultados deveu-se, 

provavelmente, à utilização de extrato bruto de larvas de S. stercoralis e também às diferenças 

na padronização das técnicas (SATO et al., 1990; CONWAY et al., 1993b; CONWAY et al., 

1994; ATKINS et al., 1999, SILVA et al., 2003, SUDRÉ et al., 2006). Devido à dificuldade 

na obtenção de quantidades suficientes de larvas de S. stercoralis para a produção dos extratos 

utilizados nos testes diagnósticos, tornou-se conveniente a padronização e utilização de 

antígenos heterólogos.  

 

1.7 – Antígenos heterólogos no diagnóstico imunológico da estrongiloidíase 

humana 

 

A principal limitação para o uso de antígeno homólogo em ensaios imunológicos é a 

dificuldade na obtenção de quantidades suficientes de larvas filarióides de S. stercoralis. Caso 

a amostra fecal não provenha de um paciente com hiperinfecção e considerável eliminação de 

larvas de S. stercoralis (SIDDIQUI; BERK, 2001), não se consegue número necessário de 

larvas para preparação antigênica. Além disso, a manutenção dessas larvas por meio de 

inoculação em cães e posterior coprocultura (LOOS, 1905 apud NEVES et al., 2005), 

representam problemas no que diz respeito a praticidade e segurança na rotina laboratorial, 
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uma vez que essa manutenção é considerada um método complexo, que requer tempo e 

oferece risco de infecção aos humanos pela manipulação de larvas infectantes viáveis do 

parasito (GROVE, NORTHERN, 1982; GROVE, 1996). Outra problemática se refere à 

dificuldade de acomodação e manutenção destes cães experimentalmente infectados.  

Muitos pesquisadores vêm utilizando antígenos heterólogos, principalmente de S. ratti 

e S. venezuelensis, pois são de fácil obtenção, podem ser favoravelmente mantidos em ratos 

de laboratório (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar. A coprocultura não oferece risco de 

infecção helmíntica para os manipuladores e o tempo na estufa é reduzido. Assim pode-se 

manter a produção de antígeno heterólogo no laboratório de forma constante e segura 

(GROVE; BLAIR, 1981; NORTHERN et al., 1989; SATO et al., 1995a, COSTA-CRUZ et 

al., 1997; NEGRÃO-CORRÊA et al., 2006; MACHADO et al., 2008). Estes estudos com 

modelos experimentais têm auxiliado, além da padronização de novas técnicas de 

imunodiagnóstico, nas pesquisas referentes à biologia molecular, terapêutica e aspectos da 

interação parasita-hospedeiro: ecologia, patologia e imunologia (NORTHERN et al., 1989; 

COSTA-CRUZ, 2005, FERNANDES et al., 2008; GONÇALVES et al., 2008; RODRIGUES 

et al., 2009). 

A reação de imunofluorescência indireta, utilizando-se larvas de S. stercoralis ou S. 

ratti como antígenos (em cortes feitos com criostato), pode servir como subsídio para o 

diagnóstico da estrongiloidíase (COSTA-CRUZ et al., 1997, BOSCOLO et al., 2007). 

Estudos que também utilizaram antígenos de S. stercoralis ou S. ratti na técnica de Western 

blotting evidenciaram a presença de componentes antigênicos distintos, que podem ser 

utilizados como método adicional no diagnóstico. Da mesma forma, outros estudos utilizando 

antígenos de S. ratti no Western blotting encontraram 11 componentes antigênicos 

imunodominantes (SILVA et al., 2003) e 5 com alta taxa de sensibilidade e especificidade; 

(RODRIGUES et al., 2004). 
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A composição antigênica de S. ratti foi comparada com a de S. stercoralis, 

demonstrando-se que a primeira espécie pode ser utilizada como antígeno heterólogo para o 

diagnóstico em laboratório (NAGESWARAN; CRAIG; DEVANEY, 1994; SATO et al., 

1995b). Apesar dos grandes avanços, ainda é necessária uma melhor comparação entre os 

componentes antigênicos imunodominantes dessas duas espécies de Strongyloides (GROVE; 

BLAIR, 1981; SATO et al., 1995a; COSTA-CRUZ et al., 1997; COSTA-CRUZ et al., 2003; 

SILVA et al., 2003; MACHADO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004; RODRIGUES et al., 

2007). 

Normalmente, as preparações antigênicas de Strongyloides, resultantes da extração de 

antígenos solúveis totais, não possuem adequada especificidade, pois representam o extrato 

bruto do parasito e possuem antígenos comuns a outros helmintos, favorecendo a reatividade 

cruzada (GAM; NEVA; KROTOSKI, 1987; CONWAY et al., 1993a,b; LINDO et al., 1994, 

1996; ROSSI et al., 1993; SUDRÉ et al., 2006). Dessa forma, a caracterização e identificação 

de frações antigênicas de alta especificidade e sensibilidade, obtidas a partir do fracionamento 

de extratos totais de S. venezuelensis, por exemplo, auxiliarão nos estudos sorológicos e 

melhor compreensão da estrongiloidíase humana.  

 

1.8 – Fracionamento por Triton X-114 

 

A obtenção e a identificação de proteínas de alta especificidade obtidas a partir do 

fracionamento de extratos totais, constitui nova alternativa para obtenção de preparações 

antigênicas que possibilitem um diagnóstico mais preciso e confiável. O fracionamento destes 

extratos totais e análise das proteínas obtidas tem sido o principal objetivo de muitos estudos 

sorológicos no diagnóstico da estrongiloidíase (NORTHERN et al.; 1989; KEREPESI et al., 

2004, RIGO et al., 2008). 
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A separação de proteínas pode ser feita por meio de várias técnicas, e por meio da 

utilização de vários reagentes. Fracionamentos utilizando detergente não iônico Triton X-114 

(TX-114) envolvem procedimentos simples e capazes de separar proteínas com características 

hidrofílicas de proteínas hidrofóbicas, presentes em um organismo. Este procedimento tem 

sido aplicado por vários autores e resultados satisfatórios têm sido obtidos devido à utilização 

da fração hidrofóbica (detergente) recuperada durante o fracionamento, demonstrando ser um 

promissor candidato a antígeno em sorodiagnóstico utilizando ELISA com substancial 

sensibilidade, especificidade e segurança. (COLLÉN et al., 2002; HÉNAFF; CRÉMET; 

FONTENELLE, 2002; MACHADO et al., 2007). 

Os procedimentos de fracionamento que utilizam TX-114 além de simples, são 

considerados econômicos e altamente eficientes e apresentam outras vantagens quando 

comparado a outros métodos de purificação, uma vez que não necessitam de equipamentos 

especializados ou vários ciclos de ultracentrifugação. Além disso, apresentam baixa 

toxicidade em relação às extrações que utilizam solventes orgânicos (BORDIER, 1981; 

BRICKER et al., 2001; MANZOORI, BAVILI-TABRIZI, 2002). 

A solução detergente TX-114 é um produto que possui forma homogênea a 0
o
C, mas 

com possibilidade de separar-se em fase aquosa e fase detergente em temperaturas superiores 

a 20
o
C. Durante o processo de fracionamento as proteínas hidrofílicas são encontradas 

exclusivamente na fase aquosa e as proteínas integrais de membrana são recuperadas na fase 

detergente (BORDIER, 1981; NORTHERN, et al., 1989).  

A obtenção e a identificação de antígenos de alta especificidade obtidas a partir de 

extratos salino e alcalino totais de espécies do gênero Strongyloides podem ser de grande 

aplicabilidade no diagnóstico da estrongiloidíase.  



    30 

______________________________________________________    OBJETIVOS 
 

2 - OBJETIVOS 

   

2.1 - Objetivos Gerais: 

 

 Caracterizar e comparar as frações antigênicas detergente e aquosa obtidas a partir dos 

extratos salino (ES) e alcalino (EA) totais de S. venezuelensis no diagnóstico 

sorológico da estrongiloidíase humana. 

 

2.2 - Objetivos Específicos: 

 

 Fracionar os extratos salino e alcalino por hidrofobicidade por meio do uso de Triton 

X-114 para obtenção das frações detergente e aquosa; 

 

 Detectar anticorpos IgG específicos nas amostras de soro humano pelos testes ELISA 

e Immunoblotting, frente às seis preparações antigênicas; 

 

 Comparar o potencial antigênico dos extratos totais e das frações obtidas, bem como a 

sensibilidade, especificidade e eficiência de diagnóstico para cada um, no diagnóstico 

da estrongiloidíase humana. 
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3 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 – Aspectos éticos 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa/UFU sob o 

protocolo de N
o
 353/08 e foi realizado no Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses, Instituto 

de Ciências Biomédicas, Universidade Federal de Uberlândia (UFU). 

As amostras de soro utilizadas neste estudo foram provenientes do Banco de amostras 

Biológicas do Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses da UFU, e sua manutenção foi 

aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP/UFU) sob o protocolo de N
o
 041/2008. 

A manutenção da cepa de S. venezuelensis em Rattus novergicus Wistar foi aprovado 

pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA/UFU) sob o protocolo de N
o
 

075/2008. 

 

3.2 – Amostras de soro 

 

Um total de 120 amostras de soro disponíveis no Banco de Amostras Biológicas, no 

Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses da UFU foram utilizadas para validação dos testes 

diagnósticos. Constituem amostras de soro de pacientes atendidos no Hospital de Clínicas da 

Universidade Federal de Uberlândia e voluntários da UFU.  

Estas amostras foram distribuídas em 3 grupos de estudo: 

 

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 (8), Enterobius vermicularis (6), Schistosoma 
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mansoni (4), Hymenolepis nana (6), Taenia sp. (3), Giardia lamblia (5) 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. 

 

Todos os indivíduos foram 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) para identificação ou não de parasitos. 

Três amostras de soro padrão positivo, previamente coletadas de indivíduos com 

diagnóstico confirmado para estrongiloidíase, e três amostras de soro padrão negativo de 

indivíduos aparentemente saudáveis, disponíveis no Banco de Amostras Biológicas do 

Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses/UFU foram utilizados como controles das reações 

sorológicas. 

 

3.3 – Obtenção de larvas filarióides (L3) de S. venezuelensis 

 

A cepa L-2 de S. venezuelensis (Brumpt, 1934) foi isolada de roedor silvestre Bolomys 

lasiurus (abril de 1986). Esta cepa foi mantida em Rattus norvegicus (Wistar), 

experimentalmente infectados no Laboratório de Parasitologia do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), Minas Gerais, Brasil.  

Larvas filarióides de S. venezuelensis foram obtidas das fezes de ratos Wistar 

experimentalmente infectados e foram mantidas em cultura de carvão mineral por três dias a 

28
o
C, em estufa BOD, segundo Loos (IN: NEVES et al., 2005), e foram recuperadas pelo 

método de Rugai et al., (1954). As L3 de S. venezuelensis depois de recuperadas e contadas 
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foram utilizadas na infecção de novos ratos Wistar para a manutenção da cepa, e outra parte 

foi conservada a -20
o
C para produção das preparações antigênicas. 

 

3.4 – Preparação do extrato salino total de S. venezuelensis  

 

O extrato salino total 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 100 μL de solução PBS a 

0,15 M, pH 7,2. Depois foram trituradas no homogeneizador de tecidos por cinco ciclos de 5 

minutos em banho de gelo. Posteriormente o homogenato foi submetido a 8 ciclos de ultra-

som de 20 segundos em banho de gelo. O preparado foi incubado sob agitação lenta por 18 

horas à 4
o
C e em seguida, centrifugado a 12400 x g por 30 minutos a 4

o
C. O sobrenadante, 

extrato salino, foi quantificado pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951) e estocados a - 

20
 o

C. O procedimento foi repetido para obtenção de quantidade necessária de antígenos para 

todos os procedimentos experimentais. 

 

3.5 – Preparação do extrato alcalino total de S. venezuelensis  

 

A extrato alcalino total foi preparado segundo Machado et al. (2003), com algumas 

modificações. Foram utilizadas alíquotas de aproximadamente 300.000 larvas filarióides de S. 

venezuelensis. No tubo contendo as larvas foi adicionado 100 μL de NaOH 0,15M e este 

preparado permaneceu em repouso por 6 h a 4
o
 C sob agitação lenta. Posteriormente, foi 

acrescentado HCl 0,3M (Merck, RJ, Brasil) até atingir pH 7,0 e a mistura foi centrifugada a 

12400 x g por 30 min a 4
o
C. O conteúdo protéico do sobrenadante foi quantificado pelo 

método de Lowry (LOWRY et al., 1951) e estocado a – 20 
o
C. O procedimento foi repetido 

para obtenção de quantidade necessária de antígenos para todos os procedimentos 
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experimentais.  

 

3.6 – Fracionamento do extrato salino e alcalino total de S. venezuelensis através 

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

 

As frações antigênicas hidrofóbica (detergente) e hidrofílica (aquosa) dos dois 

extratos: salino e alcalino de S. venezuelensis foram obtidas como descrito por Bordier (1981), 

com algumas modificações, através do fracionamento com Triton X-114 (TX-114) (Sigma 

Chem. Co., St Louis, MO). Para cada extrato, foram preparados três lotes de fracionamentos 

com TX-114 para obtenção de antígenos suficientes para todas as reações sorológicas: ELISA 

e Immunoblotting. 

Para cada lote, o processo de fracionamento partiu de uma massa protéica de 3 mg do  

extrato salino (ES) e extrato alcalino (EA) obtidos nos itens 3.2 e 3.3, respectivamente, na 

qual foi adicionada 600 µL de Tris  (10 mM Tris-HCL, pH 7,4, 150 mM NaCl) e 1% TX-114. 

A solução foi homogeneizada e mantida em banho de gelo por 10 minutos (1ª etapa). Para 

separação das proteínas um gradiente de 6% de sacarose, 10 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM 

NaCl e 0,06% de TX-114 foi adicionado, na proporção de 2:3, e incubado a 37
o
C por 10 

minutos (2ª etapa). A solução foi então centrifugada por 10 minutos a 3000 x g a 25
o
C (3ª 

etapa). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo cônico e a fração rica em 

detergente, ou seja, a fração mais densa foi armazenada no mesmo tubo (4ª etapa). Ao 

sobrenadante obtido na 4ª etapa foi acrescentado 1% de TX-114 a fresco, em seguida a 

solução foi homogeneizada e mantida em banho de gelo por 10 minutos (5ª etapa). A solução 

obtida na 5ª etapa foi transferida para o tubo armazenado na 4ª etapa, e então mantida a 37
o
C 

por 10 minutos, centrifugada a 3000 x g a 25
o
C por 10 minutos (6ª etapa). O sedimento obtido 

na 6ª etapa constitui a fração detergente. Ao sobrenadante da 6ª etapa foi adicionado (1:1) de 

Tris e 4% de TX-114 sem sacarose. Esta solução foi homogeneizada e mantida em banho de 
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gelo por 10 minutos, posteriormente a 37
o
C por 10 minutos e centrifugada a 3.000 x g a 25

o
C 

por 10 minutos (7ª etapa). O sobrenadante desta etapa constituiu a fração aquosa (A), sendo os 

sedimentos descartados.  

As frações proteínas detergente e aquosa purificadas (extrato salino detergente (ESD), 

extrato salino aquoso (ESA), extrato alcalino detergente (EAD) e extrato alcalino aquoso 

(EAA) foram precipitadas em acetona PA (Merck, RJ, Brasil) na proporção de 1:2 (v/v), a 

4
o
C por 18 horas e centrifugadas a 3000 x g, a 4

o
C, por 30 minutos. Os sobrenadantes foram 

cuidadosamente descartados e os precipitados ressuspendidos em 300 µL de Tris. A dosagem 

protéica foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY, 1951), utilizando como padrão de 

referência a soroalbumina bovina (Sigma Chem. Co., St Louis, MO). Este procedimento é 

representado na Figura 1. 
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Figura 1. Esquema do processo de fracionamento através de Triton X-114. As frações 

detergente e aquosa foram precipitadas em acetona (1:2) a 4
o
C por 18 horas e centrifugadas 

1580 x g por 30 minutos a 4
o
C. 



37 

_______________________________________________________    MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.7 – Perfil eletroforético das amostras antigênicas em SDS-PAGE 

 

Para avaliar o perfil eletroforético dos dois extratos totais (ES e EA) e das respectivas 

frações ESD, ESA, EAD e EAA, os mesmos foram submetidos à eletroforese vertical em gel 

de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12 % em condições desnaturantes e não redutoras segundo 

Laemmli, 1970. 

O gel foi colocado entre placas de vidro medindo 10 x 8 cm, montadas com 

espaçadores de teflon de 0,75 mm de espessura. 

Para a preparação do gel de separação, foi utilizado: Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8 

(Vetec); SDS (Dodecil Sulfato de Sódio, Pharmacia, NJ, EUA) a 0,1%; EDTA (ácido etileno-

diamino-tetra-ácético, Gibco-Brl, NY, USA) a 2 mM; solução de acrilamida (Pharmacia) a 

30%; bisacrilamida (N,N‟- metileno-bis-acrilamida, Sigma Chem. Co., St Louis, MO) a 0,8%; 

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

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

O gel preparado foi adicionado lentamente entre as placas, tomando-se cuidado para 

evitar a formação de bolhas no interior do gel; as placas foram adequadamente seladas com 

solução de vaselina neutra e espaçadores de Teflon. Para evitar a polimerização do gel em 

presença de oxigênio foi adicionada uma camada de butanol (C4H10O, Vetec) a qual foi 

descartada após a polimerização do gel de separação. 

Em seguida, foi realizada a preparação do gel de empilhamento com Tris-HCl 0,125 

M, pH 6,8; SDS 0,1%; EDTA a 2mM; solução de acrilamida a 29% e bisacrilamida a 1%; 

água destilada; TEMED a 0,125% e APS a 0,125%. O gel de empilhamento foi depositado na 

placa sobre o gel de separação e moldado com o molde de teflon para a formação dos poços 

para aplicação das amostras. Após a polimerização completa deste, foram aplicadas as 

amostras antigênicas previamente incubadas por 5 minutos a 100
o
C, em concentração 

aproximada de 20 µg de proteínas por poço. No momento de uso, o material antigênico foi 
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diluído na proporção 1:1 em tampão de amostra (TRIS-HCl 0,1 M pH 6,8; SDS 4%; glicerol 

20%; azul de bromofenol 0,2% e água destilada). Foram aplicados também padrões de alto e 

baixo peso molecular (Sigma). 

As placas de vidro foram encaixadas em cubas para eletroforese contendo tampão 

Tris-glicina a 0,025M pH 8,3 e a migração das proteínas realizada em corrente constante de 

25 mA por aproximadamente 1 hora.  

 

3.8 – Coloração do gel por nitrato de prata 

 

A coloração do gel por nitrato de prata (AgNO3, Merck, RJ, Brasil) foi realizada 

segundo de Friedman (1982), no qual os polipeptídios se destacam em tons amarelo ferrugem. 

Após a migração das proteínas o gel foi cuidadosamente mergulhado em solução 

fixadora constituída de metanol a 50% (Merck), ácido acético a 12% (Merck), formaldeído a 

0,05% (Vetec, RJ), e água destilada, por uma hora ou por aproximadamente 20 horas. Em 

seguida, o fixador foi removido com etanol (Merck) a 50% em três banhos de 20 minutos 

cada. Posteriormente foi efetuado um pré-tratamento com solução de tiossulfato de sódio 

penta hidratado (Na2S2O3. 5 H2O) a 0,2% por um minuto. Em seguida, o gel foi lavado três 

vezes de 20 segundos cada, com água destilada, e impregnado, com solução de formaldeído a 

37% adicionado de água e nitrato de prata (AgNO3) a 2%, ao abrigo da luz por 20 minutos. O 

gel foi lavado em água destilada por três vezes de 20 segundos, e revelado com solução 

composta de 3 g de NaCO3, 25 µL de formaldeído e 1 mL de tiossulfato de sódio penta 

hidratado a 0,2% (Merck) até o aparecimento da cor. A reação foi interrompida com solução 

de metanol a 50% e ácido acético glacial a 12% e o gel foi depositado entre folhas de papel 

celofane para secar.  
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3.9 – Teste ELISA para detecção de anticorpos IgG anti-Strongyloides 

  

Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de analisar as condições 

ótimas para o ELISA (concentração de antígeno, condição de bloqueio da placa, diluição ideal 

de soro e conjugado a serem utilizados). Amostras de soro padrão (positivas e negativas) 

foram testadas nas diluições 1:50, 1:80 e 1:200, o conjugado IgG de cabra anti-IgG humana-

peroxidase Fc specific (Sigma) foi testado nas diluições 1:1000, 1:2000, 1:3000 e 1:4000 e foi 

testada a condição de bloqueio e não bloqueio da placa com PBS-TM 3% após sensibilização 

com 5 ou 10 µg de proteína por poço da placa. 

Os testes ELISA para detecção de anticorpos IgG Anti-Strongyloides em amostras de 

soro do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidíase), Grupo 2 (pacientes infectados com outras 

parasitoses) e Grupo 3 (indivíduos saudáveis) utilizando os extratos ES e EA de S. 

venezuelensis e os respectivos antígenos fracionados ESD, ESA, EAD e EAA foram 

realizados segundo a técnica descrita por SILVA et al.,  2003, com algumas modificações.  

Microplacas de poliestireno foram sensibilizadas com 50 µL das amostras antigênicas 

na concentração ideal de 5 µg/mL diluídas em tampão carbonato-bicarbonato 0,06 M, pH 9,6 

e incubadas em câmara úmida por 18 horas a 4
o
C. Em seguida as placas foram lavadas três 

vezes por 5 minutos em PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) (Sigma), e bloqueadas 

com 200 µL de PBS-T a 0,05% contendo Molico a 3% (PBS-TM) e incubadas por 30 minutos 

a 37
o
C em câmara úmida. As placas foram novamente lavadas três vezes por 5 minutos em 

PBS-T e foi adicionado 50 µL por poço das amostras de soro a serem testadas (diluídas 1:80 

em PBS-T). Em todas as placas foram incluídos controles de reação que constituíram de três 

amostras de soro padrão positivo e três amostras de soro padrão negativo, além das amostras 

de soros dos grupos de estudo, a serem testadas. Após incubação por 45 minutos a 37
o
C e três 

lavagens de 5 minutos com PBS-T foi adicionado 50 µL de conjugado anti-IgG humana 

marcada com peroxidase (Sigma), na diluição ideal de 1:2000. Após três lavagens de 5 
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minutos com PBS-T a reação foi revelada pela adição de 50 µL do substrato H2O2 (Merck) e 

solução cromógena de orto-fenilenodiamina - OPD (Sigma) preparado no momento do uso 

(10 mg de OPD + 25 mL de tampão citrato fosfato pH 5,0 + 10 µL de H2O2 30%). Após 15 

minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reação foi interrompida pela adição de 

25 µL se solução de H2SO4 2N (Merck). A Figura 2 representa resumidamente as etapas do 

teste ELISA. 

Os valores de Densidade Óptica (DO) foram determinados a 492 nm em leitor de 

ELISA (Titertek Multiskan Plus Flow Laboratories). Os resultados foram arbitrariamente 

expressos em índice de reatividade ELISA (IR), segundo fórmula IR = (DO amostra/ DO cut 

off), sendo cut off calculado para cada placa, pelas médias das DO obtidas de 3 soros 

controles negativos acrescidas de 2 desvios padrões. 

Os dados foram submetidos ao „two-graph receiver operating characteristic’ (TG-

ROC), que avalia concomitantemente os valores de sensibilidade e de especificidade para 

obtenção com precisão do ponto ótimo (cut-off) da reação para cada extrato analisado 

(GREINER; SOHR; GOBEL, 1995). 
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Figura 2. Esquema do ensaio imunoenzimático ELISA para determinação dos níveis de IgG 

específica frente aos seis extratos antigênicos de S. venezuelensis 
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3.10 – Immunoblotting para detecção de IgG 

Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de analisar as condições 

ótimas para o Immunoblotting (diluição ideal de soro e conjugado a serem utilizados). 

Amostras de soro padrão (positivas e negativas) foram testadas nas diluições 1:50, 1:100 e 

1:200, e o conjugado IgG de cabra anti-IgG humana-peroxidase whole molecule (Sigma 

Chem. Co., St Louis, MO) foi testado nas diluições 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1500, sendo que 

cada diluição do soro foi submetida às quatro diluições do conjugado. 

A técnica Immunoblotting foi utilizada para caracterizar o perfil de proteínas das seis 

preparações antigênicas; extratos totais ES e EA de S. venezuelensis, e as respectivas frações 

detergentes (ESD e EAD) e aquosas (ESA e EAA); reconhecidas pelos anticorpos presentes 

nas amostras de soro dos Grupos 1, 2 e 3. Assim cada um dos seis extratos antigênicos foi 

submetido à SDS-PAGE a 12% (LAEMMLI, 1970), na concentração de aproximadamente 

200µg de extrato por gel, juntamente com padrões de alto e baixo peso molecular. 

Após a separação eletroforética, os componentes protéicos foram transferidos para 

membrana de nitrocelulose (0,45 µm - Sigma Chem. Co., St Louis, MO), utilizando sistema 

de transferência úmido (Tanque Sub Eletrobotters - omniphor) de acordo com TOWBIN; 

STAEHELIN; GORDON (1979), com algumas modificações. Foi preparado um “sandwich” 

com três folhas de papel filtro, membrana de nitrocelulose, gel de poliacrilamida contendo as 

frações antigênicas e mais três folhas de papel de filtro; todos umedecidos em tampão de 

transferência constituído de Tris 25 mM (Sigma), glicina 192 mM (Sigma Chem. Co., St 

Louis, MO) e metanol a 20%, e foram colocados em uma cuba de transferência para aplicação 

de corrente elétrica de 0,8 mA por cm
2
, totalizando 120 mA e 250V, durante três horas. 

Terminada a transferência cada a membrana de nitrocelulose foi corada em solução de 

Ponceau-S 0,5% (Sigma) em ácido acético 1%, para visualizar as frações antigênicas 

verificando-se a eficiência da transferência. As membranas de nitrocelulose foram cortadas 
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em tiras verticais de 3 mm de largura, lavadas com água destilada e bloqueadas com 1 mL de 

solução PBS-T acrescido de 5% de leite desnatado (Molico Nestlé, SP, Brasil) (PBS-TM 5%) 

por duas horas à temperatura ambiente, sob agitação horizontal lenta, em câmara úmida. Após 

este período foi desprezada a solução bloqueadora, as tiras foram lavadas com 1 mL de  

solução PBS-T acrescido de 1% de leite desnatado (PBS-TM 1%) e foi adicionada ás tiras 

500µL das amostras de soro diluídas a 1:50 em solução PBS-TM 1%, e então foram 

incubadas por 18 horas a 4
o
C sob agitação horizontal lenta. 

Posteriormente as tiras foram submetidas a 6 ciclos de lavagens por um período de 5 

minutos cada com 1 mL de PBS-TM a 1%. O conjugado de cabra anti-IgG humana 

peroxidase (whole molecule) (Sigma) foi diluído em PBS-TM a 1% na diluição (1:1500) e 

500 µL foi adicionado às tiras, incubando-as por duas horas em temperatura ambiente. 

Posteriormente as tiras foram lavas com 1 mL de PBS e a revelação da reatividade foi 

efetuada pela adição de 3,3 diaminobenzidina (DAB) (Sigma) em PBS mais H2O2 30%. Após 

a visualização das bandas antigênicas, a reação foi interrompida por lavagens sucessivas com 

água destilada. As tiras foram secas em temperatura ambiente, identificadas de acordo com a 

amostra de soro e o antígeno usado, e então posteriormente foram analisadas. 

 

3.11 – Normas de Biossegurança 

 

Todo procedimento de colheita e manuseio do material biológico e dos reagentes e a 

utilização dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de biossegurança de 

Chaves-Borges; Mineo (1997). 
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3.12 – Análise Estatística 

 

 A sensibilidade, especificidade e a eficiência do diagnóstico (ED), bem como os valores 

preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) foram calculados de acordo com Mineo et al. 

(2005).  

 Foram utilizadas as seguintes fórmulas com as seguintes definições: verdadeiro 

positivo (Vp), verdadeiro negativo (Vn), falso positivo (Fp) e falso negativo (Fn). 

 

Sensibilidade % = Vp x 100 / (Vp + Fn) 

Especificidade % = Vn x 100 / (Vn + Fp) 

 ED % = (Vp + Vn) x 100 / (Vp + Fp + Vn + Fn) 

 

O peso molecular dos peptídeos foi estimado a partir da curva de regressão linear 

construída pelos valores dos pesos moleculares dos marcadores em relação ao Rf 

(motilidade relativa), utilizando o “Software GraphPad Prism versão5.0” (GraphPad Prism 

Software, Inc.). O Rf de cada peso molecular foi obtido através da fórmula: 

 

Rf = Distância da origem à migração/ Distância da origem até o ponto de referência 

 

As análises estatísticas dos resultados do teste ELISA foram realizadas a partir do 

programa de computação “Software GraphPad Prism versão 5.0” (GraphPad Prism Software, 

Inc.) utilizando o teste Man-Whitney teste-U para comparação entre os grupos e teste de 

Kruskall-Wallis (H) para comparar os diferentes extratos antigênicos. As freqüências dos 

componentes antigênicos reconhecidos por anticorpos IgG no Immunoblotting entre os 
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diferentes grupos foram comparadas utilizando o teste de Fisher. As diferenças foram 

consideradas significantes a um nível de significância de 5% (p  0,05). 
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4 - RESULTADOS  

 

4.1 – Caracterização das seis preparações antigênicas de Strongyloides 

venezuelensis  

 

O processo de fracionamento utilizando TX-114 se iniciou a partir de uma 

concentração inicial de 3 mg de proteínas de cada extrato total. A concentração e o 

rendimento protéico das quatro frações antigênicas obtidas estão demonstrados na Tabela 1.  

O perfil eletroforético dos antígenos totais, extrato salino (ES) e extrato alcalino (EA) 

de S. venezuelensis, e suas respectivas frações detergente (ESD e EAD) e aquosa (ESA e 

EAA), foram analisados em SDS-PAGE 12% pela coloração por nitrato de prata. ES mostrou 

bandas protéicas com peso molecular aparente de 131, 100, 82, 75, 58, 45 e 35 kDa; na fração 

ESD apenas duas bandas foram identificadas, sendo, uma com peso aparente de 105 e outra 

de 96 kDa, enquanto que na fração ESA foram identificadas bandas de 131, 93, 82, 75, 68, 45, 

31, 28 e 24 kDa. As bandas vizualizadas em EA apresentaram peso molecular aparente de 95, 

75, 55, 31 e 28 kDa, enquanto que na fração EAD foram identificadas bandas de 144, 119, 93, 

41 e 37 kDa e na fração EAA bandas de 144, 131-140, 94, 82, 55 e 45 kDa. Estes dados são 

demonstrados na Figura 3. 
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Tabela 1.  Determinação da concentração e rendimento protéico das frações antigênicas de S. 

venezuelensis obtidas pelo tratamento com TX-114. 

 

Frações Antigênicas Proteínas (mg/mL)*   Rendimento (%) 

ESD 0,7 22 

ESA 1,4 47 

EAD 0,9 30 

EAA 1,3 43 

*  Concentração média calculada a partir de 3 lotes de cada fração antigênica obtida. ESD, extrato salino 

detergente; ESA, extrato salino aquoso; EAD, extrato alcalino detergente; EAA, extrato alcalino aquoso. Para o 

fracionamento com TX-114, partiu-se de uma concentração inicial de 3 mg de cada antígeno total. 
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Figura 3. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% dos extratos salino total (ES) e alcalino 

total (EA) de Strongyloides venezuelensis e suas respectivas frações purificadas por TX-114, 

extrato salino detergente (ESD), extrato salino aquoso (ESA), extrato alcalino detergente 

(EAD) e extrato alcalino aquoso (EAA). Padrões de peso moleculares estão demonstrados à 

esquerda. 
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4.2 - ELISA para detecção de IgG anti-Strongyloides utilizando as seis 

preparações antigênicas de Strongyloides  venezuelensis 

 

Todas as amostras de soro dos três grupos experimentais foram testadas pelo ELISA 

usando as seis preparações antigênicas: extrato salino total (ES), extrato salino detergente 

(ESD), extrato salino aquoso (ESA), extrato alcalino total (EA), extrato alcalino detergente 

(EAD) e extrato alcalino aquoso (EAA). 

Os pontos de corte da reação para cada preparação antigênica foram determinados 

pelas curvas TG-ROC, estas estão representadas na Figura 4 identificando os pontos de corte 

para ES, ESD e ESA, em que foram definidas como positivas todas as amostras com índice de 

reatividade (IR) > 1,006 para ES; IR > 2,346 para ESD e IR > 1,294 para ESA. Na Figura 5 

estão representados as curvas TG-ROC para EA, ESA e EAA e foram definidas como 

positivas todas as amostras com IR > 1,137 para EA; IR > 1,931 para EAD e IR > 1,051 para 

EAA. Estes valores estão sumarizados na Tabela 2. 

As Tabelas 3, 4 e 5 apresentam os resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com 

estrongiloidíase (Grupo 1), 40 pacientes infectados por outras parasitoses (Grupo 2) e 40 

indivíduos aparentemente saudáveis (Grupo 3), respectivamente. 

Os níveis de IgG sérica anti-Strongyloides determinados por ELISA, utilizando o 

extrato ES e suas respectivas frações (ESD, ESA) estão demonstrados na Figura 6 e os valores 

para o extrato EA e suas respectivas frações (EAD, EAA) na Figura 7. Exatamente, 95% 

(38/40) das amostras do Grupo 1 foram positivas para ESD, 90% (36/40) para ES e ESA, e os 

extratos EA, EAD e EAA apresentaram respectivamente 92,5 (37/40); 87,5 (35/40) e 77,5% 

(31/40) de positividade. No Grupo 2, 17,5% (7/40) e 20% (8/40) das amostras de soro 

positivaram quando utilizados os antígenos ES e ESA, e somente 10% (4/40) foram positivos 

para os antígenos da fração detergente do extrato salino (ESD). Considerando os extratos EA, 
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EAD e EAA a positividade nos pacientes com outras parasitoses correspondeu à 12,5 (5/40); 

22,5 (9/40) e 25% (10/40) respectivamente. A reatividade cruzada das amostras do Grupo 2 

está demonstrada na Tabela 6.  

Todas as amostras do Grupo 3 permaneceram negativas quando utilizados os extratos 

ESD, ESA, EA e EAD, mas apenas um soro, ou seja 2,5% positivou com ES e quando 

utilizado o extrato EAA a positividade foi representada por 17,5% (7/40). A fração ESD 

apresentou os maiores valores (95%) de sensibilidade, especificidade e eficiência de 

diagnóstico. Os dados, referentes à sensibilidade, especificidade, eficiência do diagnóstico, 

valores preditivos positivo e negativo calculados para os testes ELISA utilizando as seis 

amostras antigênicas estão demonstrados na Tabela 7. 
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Figura 4. Análise TG-ROC no teste ELISA para detecção de IgG sérica anti-Strongyloides 

frente ao extrato salino total (ES) em A, e suas respectivas frações antigênicas detergente 

(ESD) em B, e aquosa (ESA) em C, obtidas pelo fracionamento com TX-114, em amostras de 

soro na diluição 1:80 dos indivíduos do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidíase, n = 40) para 

o cálculo da sensibilidade (Se) e dos indivíduos do Grupo 2 (pacientes infectados com outras 

parasitoses, n = 40) e Grupo 3 (indivíduos saudáveis, n = 40) para o cálculo de especificidade 

(Sp). Ponto de corte da reação: com IR = 1,006 para ES; IR = 2,346 para ESD; IR = 1,294 

para ESA. 
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Figura 5. Análise TG-ROC no teste ELISA para detecção de IgG sérica anti-Strongyloides 

frente ao extrato alcalino total (EA) em A e suas respectivas frações antigênicas detergente 

(EAD) em B e aquosa (EAA) em C, obtidas pelo fracionamento com TX-114, em amostras de 

soro na diluição 1:80 dos indivíduos do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidíase, n = 40) para 

o cálculo da sensibilidade (Se) e dos indivíduos do Grupo 2 (pacientes infectados com outras 

parasitoses, n = 40) e Grupo 3 (indivíduos saudáveis, n = 40) para o cálculo de especificidade 

(Sp). Ponto de corte da reação: com IR = 1,137 para EA; IR = 1,931 para EAD e IR = 1,051 

para EAA.  
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Tabela 2. Pontos de corte do teste ELISA determinados pela análise TG-ROC, frente às seis 

preparações antigênicas: extratos salino total (ES) e alcalino total (EA) de S. venezuelensis e 

suas respectivas frações purificadas por TX-114; extrato salino detergente (ESD), extrato 

salino aquoso (ESA), extrato alcalino detergente (EAD) e extrato alcalino aquoso (EAA). 

 

 

Extratos Antigênicos Ponto de corte da reação (IR)* 

ES 1,006 

ESD 2,346 

ESA 1,294 

EA 1,137 

EAD 1,931 

EAA 1,051 

*    IR, Índice de Reatividade ELISA 
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Tabela 3. Resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com estrongiloidíase (Grupo 1) para 

a detecção de corpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando como antígeno 

extrato salino (ES) e respectivas frações detergente (ESD) e aquosa (ESA), extrato alcalino 

(EA) e respectivas frações detergente (EAD) e aquosa (EAA). 

Amostra 
ELISA 

ES ESD ESA EA EAD EAA 

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 4. Resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com infecção por outras parasitoses 

(Grupo 2) para a detecção de corpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando 

como antígeno extrato salino (ES) e respectivas frações detergente (ESD) e aquosa (ESA), 

extrato alcalino (EA) e respectivas frações detergente (EAD) e aquosa (EAA). 

Amostra Parasito 
ELISA 

ES ESD ESA EA EAD EAA 

1 A. lumbricoides + + - - + - 

2 A. lumbricoides - - - - - - 

3 A. lumbricoides + - + - + + 

4 A. lumbricoides - - - - - - 

5 A. lumbricoides - - - - - - 

6 A. lumbricoides - - - - - - 

7 A. lumbricoides - - - - - - 

8 A. lumbricoides - - + + + + 

9 E. vermicularis - - - - - - 

10 E. vermicularis - - - - + - 

11 E. vermicularis - - - - - - 

12 E. vermicularis + - - + + + 

13 E. vermicularis - - - - - - 

14 E. vermicularis - - - - - - 

15 S. mansoni - - - - - + 

16 S. mansoni - - - - - - 

17 S. mansoni - - - - - - 

18 S. mansoni + - + + - + 

19 H. nana - + + + + + 

20 H. nana - - - - - - 

21 H. nana - - - - - - 

22 H. nana - - - - - - 

23 H. nana - - - - - - 

24 H. nana - - - - - - 

25 Taenia sp + + + + + + 

26 Taenia sp - - - - - - 

27 Taenia sp - - - - - + 

28 G. lamblia - - - - - - 

29 G. lamblia - - - - - - 

30 G. lamblia - - - - - - 

31 G. lamblia - - - - - - 

32 G. lamblia - - - - - - 

33 Ancilostomídeo - - - - - - 

34 Ancilostomídeo + - + - + + 

35 Ancilostomídeo - - - - - - 

36 Ancilostomídeo - - - - - - 

37 Ancilostomídeo - - + - - + 

38 Ancilostomídeo - + - - + - 

39 Ancilostomídeo + - + - - - 

40 Ancilostomídeo - - - - - - 
- = Negativo; + = Positivo 
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Tabela 5. 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 extrato salino (ES) e respectivas frações detergente (ESD) e aquosa (ESA), extrato 

alcalino (EA) e respectivas frações detergente (EAD) e aquosa (EAA). 

Amostra 
ELISA 

ES ESD ESA EA EAD EAA 

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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Figura 6. Detecção de IgG sérica anti-Strongyloides obtidos por ELISA em amostras de soro 

na diluição 1:80 dos indivíduos do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidíase, n = 40); Grupo 2 

(pacientes infectados com outras parasitoses, n = 40) e Grupo 3 (indivíduos saudáveis, n = 

40), mediante utilização dos antígenos: extrato salino total (ES) e suas frações salino 

detergente (ESD) e salino aquosa (ESA) obtidas pelo fracionamento com TX-114. Os valores 

estão expressos em IR e a linha horizontal indica o ponto de corte da reação: com IR = 1,006 

para ES; IR = 2,346 para ESD e IR = 1,294 para ESA.  

   
Positividade (%)      90,0            17,5               2,5             95,0             10,0             0,0             90,0                20,0               0,0 

    Grupo 1          Grupo 2         Grupo 3 
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Figura 7. Detecção de IgG sérica anti-Strongyloides obtidos por ELISA em amostras de soro 

na diluição 1:80 dos indivíduos do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidíase, n = 40); Grupo 2 

(pacientes infectados com outras parasitoses, n = 40) e Grupo 3 (indivíduos saudáveis, n = 

40), mediante utilização dos antígenos: extrato alcalino total (EA) e suas frações detergente 

(EAD) e aquosa (EAA), obtidas pelo fracionamento com TX-114. Os valores estão expressos 

em IR e a linha horizontal indica o ponto de corte da reação: com IR = 1,137 para EA; IR = 

1,931 para EAD e IR = 1,051 para EAA. 

 Positividade (%)    92,5            12,5                0,0              87,5            22,5             0,0               77,5              25,0             17,5 

    Grupo 1          Grupo 2         Grupo 3 
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Tabela 6. Reatividade cruzada pelos testes ELISA, em amostras de soro de pacientes 

infectados por outras parasitoses (Grupo 2, n = 40), utilizando como antígeno extrato salino 

total (ES) e respectivas frações detergente (ESD) e aquosa (ESA), extrato alcalino total (EA) e 

respectivas frações detergente (EAD) e aquosa (EAA) de S. venezuelensis. 

 

 

 ELISA 

 n+ (%) 

 ES ESD ESA EA EAD EAA 

Grupo 2 (n=40)       

A. lumbricoides (n=8) 2 (25) 1 (12,5) 2 (25) 1 (12,5) 3 (37,5) 2 (25) 

E. vermicularis (n=6) 1 (16,7) 0 0 1 (16,7) 2 (33,3) 1 (16,7) 

S. mansoni (n=4) 1 (25) 0 1 (25) 1 (25) 0 2 (50) 

H. nana (n=6) 0 1 (16,7) 1 (16,7) 1 (16,7) 1 (16,7) 1 (16,7) 

Taenia sp (n=3) 1 (33,3) 1 (33,3) 1 (33,3) 1 (33,3) 1 (33,3) 2 (66,7) 

G. lamblia (n=5) 0 0 0 0 0 0 

Ancilostomídeo (n=8) 2 (25) 1 (12,5) 3 (37,5) 0 2 (25) 2 (25) 

Total 7 (17,5) 4 (10) 8 (20) 5 (12,5) 9 (22,5) 10 (25) 

  n=amostras; n+ = número de amostras positivas 
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Tabela 7. Sensibilidade, especificidade, eficiência de diagnóstico, valores preditivos positivos 

e negativos na detecção de anticorpos IgG anti – Strongyloides em amostras de soro, 

utilizando o extrato salino total (ES), extrato alcalino total (EA), e as respectivas frações 

detergente, e aquosa; extrato salino detergente (ESD), extrato salino aquoso (ESA), extrato 

alcalino detergente (EAD), extrato alcalino aquoso (EAA) no teste ELISA. 

 

 

 

Amostra 

antigênica 

ELISA 

Sensibilidade (%) Especificidade (%) ED (%) VPP VPN 

ES 90,0 90,0 90,0 0,82 0,95 

ESD 95,0 95,0 95,0 0,90 0,97 

ESA 90,0 90,0 90,0 0,82 0,95 

EA 92,5 93,8 93,3 0,88 0,96 

EAD 87,5 88,8 88,3 0,80 0,93 

EAA 77,5 78,8 78,3 0,65 0,88 

ED, Eficiência do Diagnóstico; VPP, Valor Preditivo Positivo; VPN, Valor Preditivo Negativo 
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4.3 – Immunobloting para detecção de IgG anti-Strongyloides de S. venezuelensis 

utilizando extratos totais salino (ES) e alcalino (EA) e suas respectivas 

frações detergente e aquosa 

 

Todas as amostras de soro dos três grupos de indivíduos foram testadas pelo 

Immunoblotting utilizando as seis preparações antigênicas. As amostras representativas do 

perfil de reatividade das proteínas reconhecidas pelo Immunoblotting estão demonstradas na 

Figura 8. 

As bandas antigênicas reconhecidas por anticorpos IgG anti-Strongyloides foram 

consideradas imunodominantes quando reconhecidas por no mínimo 25% dos pacientes com 

estrongiloidíase (Grupo 1), com diferença estatística significante (p<0,05) na comparação da 

porcentagem de marcação destas bandas nos outros grupos. Esta análise foi realizada em 

separado, para cada preparação antigênica. Os testes foram considerados positivos quando 

para cada antígeno o soro reagiu com ao menos uma banda antigênica considerada 

imunodominante. A porcentagem de reatividade das bandas antigênicas reconhecidas pelas 

amostras de soro dos Grupos 1, 2 e 3 de acordo com cada preparação antigênica estão 

demonstradas na Figura 9. 

Nos extratos totais (ES e EA) foram reconhecidas bandas com peso molecular 

aparente de 126, 90, 55, 45-41, 33 e 28 kDa, sendo que para ES foram consideradas 

imunodominantes somente as bandas de 90, 55 e 45-41 kDa, e para EA as bandas de 45-41 e 

33 kDa (Figura 9AD). No ES a banda imunodominante de 90 kDa foi reconhecida também 

por dois soros de indivíduos saudáveis, enquanto que a banda de 55 foi reconhecida em um 

paciente do Grupo  2 e quatro indivíduos do Grupo 3; neste Grupo apenas um indivíduo 

reconheceu a banda de intervalo entre 45-41 kDa, porém estas reações com Grupos 2 e 3 

foram qualitativamente mais fracas, e as freqüência em relação aos soros de pacientes com 

estrongiloidíase (Grupo 1) foram menores, não interferindo estatisticamente no status  
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imunodominante destas bandas (Figura 9A). A mesma situação ocorre com as bandas 

imunodominantes de 45-41 e 33 kDa no EA, em que a primeira foi reconhecida em três 

pacientes do Grupo 2 e a segunda por apenas um individuo do Grupo 3 (Figura 9B). 

Nas frações detergentes (ESD e EAD) foram reconhecidas bandas antigênicas de 126, 

90, 55, 45-33 e 28 kDa, mas somente a banda de peso molecular aparente entre 45-33 foi 

considerada imunodominante para ambas preparações antigênicas (Figura 9BE), mesmo 

sendo reconhecida por um paciente do Grupo 2 e um indivíduo do Grupo 3 utilizando ESD 

(Figura 9B) e por dois pacientes do Grupo 2 e dois do Grupo 3 (Figura C). 

Nas frações aquosas (ESA e EAA) foram reconhecidas proteínas da banda de peso 

molecular aparente entre 126-90 kDa, 55, 33 e 28 kDa (Figura 9CF), contudo a fração ESA 

apresentou como imunodominante apenas proteínas do intervalo entre 126-90 kDa que 

reagiram também com dois pacientes do Grupo 2 (Figura 9C), enquanto na fração EAA 

apenas a banda de 28 kDa se mostrou imunodominante, não reagindo com qualquer indivíduo 

dos Grupos 2 ou 3 (Figura 9F) apresentando desta forma, 100% de especificidade, no entanto 

esta fração apresentou sensibilidade muito baixa (45%). 

As proteínas de peso molecular entre 45-41 kDa foram reconhecidas mais 

freqüentemente em pacientes do Grupo 1 empregando os  extratos totais (ES e EA), e outra 

banda semelhante a esta, com um intervalo maior de proteínas, de peso molecular aparente 

entre 45-33 kDa foi identificada nas frações detergentes (ESD e EAD), não sendo 

vizualizadas quando empregado as frações aquosas (ESA e EAA).  

As bandas antigênicas que não foram consideradas imunodominantes de acordo com 

cada extrato, além de apresentarem reatividade com o Grupo 1,  reagiram também com 

amostras de soro do Grupo 2 e/ou Grupo 3, não apresentando diferença estatística entre os 

grupos e não podendo desta forma serem consideradas específicas na identificação sorológica 

da estrongiloidíase humana, levando em consideração o uso para cada extrato. 
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Para as frações detergentes ESD e EAD a reatividade foi observada principalmente 

com bandas antigênicas de baixo peso molecular e para as frações aquosas ESA e EAA a 

reatividade ocorreu principalmente com bandas de maior peso molecular, exceto reatividade 

com uma banda de 28 kDa em EAA. 

As maiores sensibilidades no Immunoblotting foram obtidas quando utilizados os 

extratos total salino (ES) e fração detergente salina (ESD) com sensibilidade de 95% para 

ambas e os melhores valores para especificidade foram apresentados pela fração detergente 

(ESD) com 97,5% e pelas frações aquosas, 97,5% e 100% para ESA e EAA respectivamente, 

porém, estas últimas apresentaram menor sensibilidade, principalmente EAA. Em relação a 

eficiência de diagnóstico a fração ESD apresentou o melhor resultado,  os valores podem ser 

verificados na Tabela 8. 

A reatividade cruzada em Immunoblotting das amostras de soro dos pacientes 

infectados por outras parasitoses (Grupo 2) está demonstrada na Tabela 9, sendo a reatividade 

cruzada predominante em amostras de soro de pacientes com Hymenolepis nana e 

ancilostomídeos. E as amostras que tiveram reatividade cruzada identificaram os componentes 

antigênicos imunodominantes de 90, 55 e/ou 45-33 kDa. 
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Figura 8. Amostras representativas do Immunoblotting de soro de indivíduos dos grupos, G1 

(Grupo 1 – pacientes com estrongiloidíase, n = 40); G2 (Grupo 2 – pacientes infectados com 

outros parasitos, n = 40, 4-6: ancilostomídeos) e G3 (Grupo 3 – indivíduos saudáveis, n = 40), 

utilizando em A os extratos salino total (ES), salino detergente (ESD), salino aquoso (ESA) e 

em B os extratos alcalino total (EA), alcalino detergente (ESD) e alcalino aquoso (EAA). 
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Figura 9. Porcentagem de reatividade das bandas antigênicas reconhecidas pelas amostras de 

soro dos indivíduos do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidíase, n = 40); Grupo 2 (pacientes 

infectados com outras parasitoses, n = 40) e Grupo 3 (indivíduos saudáveis, n = 40) na 

diluição 1:50. (* p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0001). 
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Tabela 8. Sensibilidade, especificidade, eficiência de diagnóstico, valores preditivos positivos 

e negativos na detecção de anticorpos IgG anti – Strongyloides em amostras de soro, 

utilizando o extrato salino total (ES), extrato alcalino total (EA), e as respectivas frações 

detergente, e aquosa; extrato salino detergente (ESD), extrato salino aquoso (ESA), extrato 

alcalino detergente (EAD), extrato alcalino aquoso (EAA) na análise por Immunoblotting. 

 

 

 

Amostra 

antigênica 

Immunoblotting 

Sensibilidade (%) Especificidade (%) ED (%) VPP VPN 

ES 95,0 92,5 93,3 0,86 0,97 

ESD 95,0 97,5 96,7 0,93 0,98 

ESA 82,5 97,5 92,5 0,94 0,92 

EA 90,0 95,0 93,3 0,90 0,95 

EAD 92,5 95,0 94,2 0,90 0,96 

EAA 45,0 100,0 81,7 1,00 0,78 

ED ,  Eficiência do Diagnóstico; VPP,  Valor Preditivo Positivo; VPN, Valor Preditivo Negativo 
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Tabela 9. Reatividade cruzada pelo Immunoblotting, em amostras de soro de pacientes 

infectados por outras parasitoses (Grupo 2, n = 40), utilizando como antígeno extrato salino 

total (ES) e respectivas frações detergente (ESD) e aquosa (ESA), extrato alcalino total (EA) e 

respectivas frações detergente (EAD) e aquosa (EAA) de S. venezuelensis. 

 

 

 Immunoblotting 

 n+ (%) 

 ES ESD ESA EA EAD EAA 

Grupo 2        

A. lumbricoides (n=8) 0 0 0 1 (12,5) 0 0 

E. vermicularis (n=6) 0 0 0 0 0 0 

S. mansoni (n=4) 0 0 0 0 0 0 

H. nana (n=6) 0 1 (16,7) 1 (16,7) 1 (16,7) 1 (16,7) 0 

Taenia sp (n=3) 1 (33,3) 0 0 0 0 0 

G. lamblia (n=5) 0 0 0 0 0 0 

Ancilostomídeo (n=8) 0 0 1 (12,5) 1 (12,5) 1 (12,5) 0 

Total (n=40) 1(2,5) 1 (2,5) 2 (5) 3 (7,5) 2 (5) 0 

  n = amostras; n+ = número de amostras positivas 
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5 – DISCUSSÃO 

 

A aplicabilidade de técnicas imunológicas utilizando antígenos de Strongyloides sp. 

tem papel fundamental no diagnóstico da estrongiloidíase humana, tanto no acompanhamento 

de pacientes durante o tratamento quanto em estudos soroepidemiológicos. Devido à 

dificuldade na obtenção de quantidades suficientes de larvas filarióides de S. stercoralis, 

tornou-se conveniente a padronização e utilização de antígenos heterólogos, provenientes de 

S. ratti e S. venezuelensis. Estas espécies alternativas têm sido utilizadas em várias linhas de 

pesquisas, tais como, no estudo da biologia molecular, interação parasito-hospedeiro, ensaios 

terapêuticos e fontes de antígenos heterólogos para padronização de novas técnicas no 

imunodiagnóstico da estrongiloidíase humana (COSTA-CRUZ et al., 1997; SIDDIQUI; 

STANLEY; BERK, 2000). Embora extratos totais tenham sido amplamente utilizados é de 

grande importância o desenvolvimento e aplicação de técnicas que possibilitem a 

identificação e caracterização das proteínas antigênicas, provenientes de antígenos homólogos 

e heterólogos.  

A separação de proteínas pode ser feita por meio de várias técnicas, e por meio da 

utilização de vários reagentes. Os procedimentos de fracionamento que utilizam o detergente 

não iônico Triton X-114 (TX-114) são considerados simples, econômicos e altamente 

eficientes, uma vez que não necessitam de equipamentos especializados ou vários ciclos de 

ultracentrifugação. Além disso, apresentam baixa toxicidade em relação às extrações que 

utilizam solventes orgânicos (BRICKER et al., 2001; MANZOORI, BAVILI-TABRIZI, 

2002). 

 Neste estudo foi realizado pela primeira vez o fracionamento de extrato total de larvas 

filarióides de S. venezuelensis em duas frações detergente (hidrofóbica) e aquosa (hidrofílica), 

usando o detergente TX-114. Em vários estudos este detergente tem sido aplicado na 

recuperação de proteínas integrais de membrana, na identificação de proteínas imunógenas de 
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diversos outros parasitos, tais como: Treponema pallidum (CUNNINGHAM;  WALKER; 

MILLER 1989), Plasmodium sp. (SMYTHE et al., 1988; SHARMA et al., 2007), 

Schistosoma japonicum (ROGERS et al. 1988), Trypanosoma sp. (BALBER; HO, 1988; 

ALVES et al., 2007), Leishmania sp. (MURRAY; SPITHILL; HANDMAN, 1989; HEATH et 

al., 1987; AZEVEDO-PEREIRA et al., 2007) e Taenia  solium (MACHADO et al., 2007). 

Resultados satisfatórios têm sido obtidos usando antígenos hidrofóbicos, ou seja, a fração 

detergente, onde o desempenho das proteínas integrais de membrana foram recuperadas, 

demonstrando ser um promissor candidato a antígeno em sorodiagnóstico de maior eficácia 

utilizando ELISA, (CHATUVERDI; GUPTA, 2002; GARG et al., 2005; MACHADO et al., 

2007). 

Foi possível fracionar os extratos totais salino e alcalino de larvas filarióides de S. 

venezuelensis pelo Triton X-114 obtendo frações antigênicas distintas, sendo possível a 

discriminação destas frações pelo SDS-PAGE.  

A análise das curvas TG-ROC para os testes ELISA possibilitou a obtenção de um 

ponto ideal de corte para cada amostra antigênica estudada. Os antígenos da fração detergente, 

principalmente os obtidos a partir do extrato salino mostraram maior especificidade que os 

outros extratos antigênicos. Houve apenas dois resultados falso-negativos para esse extrato, 

isso pode ser explicado pelo fato que esses dois pacientes apresentavam baixa titulação de 

anticorpos, além disso, apresentavam sintomas gastrointestinais como diarréia e dor 

abdominal. O cálculo da eficiência do diagnóstico reafirma o ótimo desempenho do ELISA 

utilizando as frações detergentes, em especial a fração detergente do extrato salino total 

(ESD). 

As menores sensibilidades e especificidades das frações aquosas, principalmente a 

obtida a partir de extrato alcalino, tanto no ELISA quanto no Immunoblotting inviabiliza a 

utilização dessas frações para detecção de anticorpos IgG anti-Strongyloides no diagnóstico 

sorológico da estrongiloidíase humana. Esta afirmação pode ser confirmada devido à menor 
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quantidade de proteínas imunogênicas nas frações aquosas, uma vez que as proteínas 

consideradas específicas para imunodiagnóstico da estrongiloidíase humana foram 

recuperadas nas frações detergentes, o que explica as maiores sensibilidades e especificidades 

nos testes diagnósticos realizados neste estudo, quando se empregou estas frações. E 

comparando-se estes parâmetros entre as frações detergente (ESD) do extrato salino total e a 

fração detergente (ESA) do extrato alcalino total, o primeiro (ESD) demonstrou resultados 

mais satisfatórios no que diz respeito à eficiência do diagnóstico. 

A positividade observada em amostras de soro de pacientes com outras parasitoses 

(Grupo 2) tanto no ELISA quanto no Immunoblotting  possivelmente ocorreu devido à 

reações cruzadas, e essa reatividade foi menor quando utilizou o antígeno da fração detergente 

do extrato salino (ESD). No ELISA, a reatividade cruzada por este antígeno foi observada 

somente em 10% das amostras de soro deste grupo, sendo quatro pacientes com 

monoparasitismo por A. lumbricoides, H. nana, Taenia sp e outro com ancilostomídeo. No 

Immunoblotting apenas o soro de um paciente infectado por H. nana apresentou reatividade 

cruzada quando se utilizou esta fração antigênica. Para os antígenos da fração aquosa de 

ambos os extratos salino e alcalino, a reatividade cruzada observada no ELISA e no 

Immunoblotting foi maior em relação a fração ESD, principalmente no ELISA reagindo com 

outros parasitas exceto G. lamblia.  O Grupo 2, constituído por amostras de soro de pacientes 

infectados por outras parasitoses, é representativo da população geral, particularmente em 

países em desenvolvimento onde as doenças parasitárias são altamente prevalentes. Dessa 

forma, a reatividade cruzada nos testes sorológicos para estrongiloidíase podem ocorrer, 

principalmente com Schistosoma sp. e ancilostomídeos em testes como ELISA (LINDO et al., 

1994; GROVE 1996; SITHITHAWORN et al., 2003). 

Immunoblotting tem sido amplamente utilizado para caracterizar frações protéicas de 

Strongyloides sp. reconhecidas por diferentes classes de anticorpos (UPARANUKRAW; 

PHONGSRI; MORAKOTE 1999; RODRIGUES et al., 2004). A maioria das proteínas 
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reconhecidas tem peso molecular de aproximadamente 28, 31, 41 e 205 kDa. Estudos têm 

mostrado reatividade com a banda protéica de 31 kDa em soros de pacientes positivos para 

infecção por S. stercoralis (CONWAY et al., 1993b; 1994). Uma única fração antigênica de 

aproximadamente 45 kDa foi reconhecida por anticorpos IgG usando diferentes linhagens de 

S. venezuelensis (MACHADO et al., 2008) e uma banda de aproximadamente 26 kDa foi 

visualizada utilizando esse mesma espécie de Strongyloides (SUDRÉ et al., 2007). Resultados 

similares foram encontrados por outros autores, no entanto com pequenas diferenças em 

relação ao peso molecular das bandas protéicas identificadas e essas pequenas diferenças no 

peso molecular pode estar relacionado à diferenças na padronização das técnicas utilizadas 

(SATO et al., 1990; ATKINS et al., 1999). Essas bandas descritas anteriormente são 

provavelmente equivalentes às bandas encontradas no presente estudo, e estas proteínas 

antigênicas mostram ser importantes ferramentas a serem utilizadas no imunodiagnóstico da 

estrongiloidíase humana.  

No presente trabalho cada extrato analisado em Immunoblotting apresentou um 

diferente perfil de proteínas antigênicas imunodominantes, que foram reconhecidas por maior 

parte de amostras de soro de pacientes do Grupo 1, de acordo com cada antígeno utilizado, o 

que permite afirmar, que constituem proteínas específicas que podem ser utilizadas no 

diagnóstico da estrongiloidíase humana quando empregado as preparações antigênicas 

propostas neste estudo. As proteínas imunodominantes entre 45 e 33 kDa foram as principais 

que reagiram em todos os extratos, exceto nas frações aquosas, o que reforça a idéia de que 

essas frações não são consideradas viáveis para sua utilização em testes diagnósticos, uma vez 

que não contém essas proteínas potencialmente responsáveis na identificação de pacientes 

positivos para estrongiloidíase. Essas proteínas foram responsáveis pela reatividade cruzada 

em algumas amostras de soro de pacientes com outras parasitoses, no entanto quando 

utilizado as frações detergentes a freqüência da reatividade cruzada foi consideravelmente 

menor; 2,5% (1/40) ou 5% (12/40), além disso, essa banda de 43-33 kDa apresentou fraca 
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coloração pela a prata. No Grupo 1, pela análise por Immunoblotting,  houve duas amostras de 

soro que foram consideradas negativas para todas as preparações antigênicas, esses dois 

pacientes correspondem aos mesmos que apresentaram baixa reatividade no ELISA.  

Pela análise por Immunoblotting pode ser observado que as frações detergentes 

apresentaram maior reatividade com proteínas de menor peso molecular, enquanto que nas 

frações aquosas, proteínas de peso molecular maior foram predominantes. As proteínas 

hidrofóbicas de membrana correspondem às proteínas integrais que geralmente possuem 

maior peso molecular, e neste trabalho apresentaram peso molecular menor. Diante disso, 

pode-se sugerir que essas proteínas sofreram quebras pela ação do detergente TX-114, mas 

não perderam sua especificidade, permanecendo os epítopos responsáveis pelo 

reconhecimento antigênico. 

Considerando as vantagens na utilização da fração detergente obtida por 

fracionamento através de Triton X-114, pode-se considerar que essa fração é uma importante 

fonte de peptídeos específicos, sendo então eficiente no diagnóstico da estrongiloidíase 

humana. A utilização dos componentes antigênicos da fração detergente do extrato salino 

pode contribuir para estudos soroepidemiológicos para avaliar a situação dessa parasitose em 

muitos países.  
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6 – CONCLUSÕES  

 

 Foi possível fracionar com êxito os extratos salino e alcalino totais de S. venezuelensis 

por hidrofobicidade e caracterizar as respectivas frações detergente e aquosa;  

 A fração hidrofóbica (detergente) obtida do extrato salino total de S. venezuelensis 

pode ser utilizada como antígeno heterólogo no imunodiagnóstico da estrongiloidíase 

humana pelos testes ELISA e Immunoblotting. 
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