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RESUMO 

 

As geohelmintíases estão entre as doenças tropicais de maior prevalência no mundo, 

afetando aproximadamente 1,5 bilhão de pessoas. Entre as espécies de importância 

epidemiológica, se destacam, Ascaris lumbricoides, Trichiuris trichiura, Ancylostoma 

duodenale, Necator americanus e Strongyloides stercoralis. Esses helmintos são 

facilmente transmitidos através da ingestão de ovos ou exposição às larvas, que são 

liberados nas fezes de indivíduos infectados. As helmintíases causam grande impacto a 

saúde pública, afetando o aprendizado e desenvolvimento principalmente de crianças em 

fase escolar e pré-escolar. Nesse contexto, o controle dessas parasitoses se torna 

necessário e o diagnóstico preciso assume um papel fundamental nesse processo. O 

diagnóstico dos geohelmintos tem se baseado em técnicas parasitológicas, moleculares e 

imunológicas. Entretanto, os métodos disponíveis têm se monstrado falhos e de difícil 

aplicação em campo, sendo necessário o aprimoramento das técnicas atuais e a busca de 

novos métodos diagnósticos que sejam sensíveis, específicos e que não necessitem de 

aparelhagem especializada. No imunodiagnóstico são utilizados anticorpos específicos 

ou antígenos puros e fracionados do parasito para detecção de infecções. Nos últimos 

anos, o uso de extrato de antígenos de patógenos em ensaios de imunodiagnóstico tem 

sido substituído por peptídeos ou proteínas recombinantes com maior especificidade 

diagnóstica. O objetivo do presente trabalho foi selecionar alvos conservados para o 

diagnóstico sorológico de nematódeos, assim como alvos específicos para espécies 

epidemiologicamente relevantes na infecção humana. A partir de ferramentas in silico foi 

realizada a análise do proteoma predito, com base nos genes identificados em 

sequenciamentos de genoma dos nematódeos de interesse. Dessas análises foram 

identificados 1160 peptídeos que apresentaram alto score de predição de epítopos lineares 

de células B, entre estes, foram selecionados alvos específicos e conservados entre as 

espécies de interesse e ausentes em outros helmintos. Esses peptídeos foram submetidos 

a testes de reatividade por immunoblotting, com soros de indivíduos sabidamente 

positivos para as espécies de interesses, confirmados por técnicas parasitológicas, afim 

de filtrar os alvos mais promissores. No total foram selecionados 107 peptídeos alvos, 

sendo que 80 específicos (13 para ancilostomídeos, 41 para Ascaris sp., e 26 para S. 

stercoralis) e 27 conservados em mais de uma espécie. Os diversos alvos identificados 

apresentam grande potencial para o aprimoramento do diagnóstico das geohelmintíases.  

 

Palavras-chave: Geohelmintíases; Imunodiagnóstico; Biomarcador.  



ABSTRACT 

 

Soil-transmitted helminths is among the most prevalent tropical diseases in the world, 

affecting approximately 1.5 billion people. Among the species of epidemiological 

importance, Ascaris lumbricoides, Trichiuris trichiura, Ancylostoma duodenale, Necator 

americanus and Strongyloides stercoralis stand out. These helminths are easily 

transmitted through ingestion of eggs or exposure to larvae, which are released into the 

feces of infected individuals. Helminthiasis has a major impact on public health, affecting 

the learning and development of children in school and pre-school age. In this context, 

the control of these parasites becomes necessary and the accurate diagnosis of these 

infections assumes a fundamental role in this process. The diagnosis of soil-transmitted 

helminths has been based on parasitological, molecular and immunological techniques. 

However, the available methods have proven to be flawed and difficult to apply in the 

field, requiring the improvement of current techniques and the search for new diagnostic 

methods that are sensitive, specific and that do not require specialized equipment. In the 

immunodiagnosis specific antibodies, pure or fractionated antigens of the parasite are 

used to detect infections. In recent years, the use of extract of pathogen antigens in 

immunodiagnostic assays has been replaced by peptides or recombinant proteins that 

have greater diagnostic specificity. The aim of the present study was to select conserved 

targets for the serological diagnosis of nematodes, as well as specific targets for 

epidemiologically relevant species in human infection. The predicted proteome was 

analyzed using in silico tools, based on the genes identified in the genome sequences of 

the nematodes of interest. From these analyzes, 1160 peptides were identified that showed 

a high score prediction for linear B cell epitopes, among which specific targets were 

selected and conserved among the species of interest and absent in other helminths. These 

peptides were subjected to reactivity tests by immunoblotting, with sera from individuals 

known to be positive for the species of interest, confirmed by parasitological techniques, 

in order to filter the most promising targets. In total, 107 target peptides were selected, 

80 of which were specific (13 for hookworms, 41 for Ascaris sp., and 26 for S. stercoralis) 

and 27 conserved in more than one species. The various targets identified have great 

potential for improving the diagnosis of soil-transmitted helminths. 

 

Keywords: Soil-transmitted helminths; Immunodiagnosis; Biomarker. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Geohelmintíases   

As infecções helmínticas são doenças tropicais negligenciadas consideradas um 

grande problema de saúde pública (WHO, 2021). Essas parasitoses atingem diversas 

regiões do globo, afetando principalmente países subdesenvolvidos onde são precárias as 

condições de saneamento básico e higiene, tais como América Latina, África Subsaariana, 

Ásia e Caribe (HOTEZ, et al. 2008). A presença da infecção pode estar associada a fatores 

do ambiente, como condições climáticas, e do hospedeiro, como idade, estado nutricional, 

além de fatores culturais, comportamentais e até profissionais (CHIEFFI & AMATO 

NETO, 2003). Embora sejam comuns em países de baixa renda, as infecções também 

atingem países desenvolvidos em populações vulneráveis (HOTEZ, et al. 2014).  Estima-

se que mais de 1,5 bilhões de indivíduos (24% da população mundial) estejam infectados 

por helmintos, sendo que em locais endêmicos a prevalência pode chegar a 60% (WHO, 

2021).  

Entre as doenças tropicais negligenciadas as geohelmintíases são que apresentam 

maior prevalência. Dentre os agentes etiológicos capazes de causar essas infecções, 

Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Ancylostoma duodenale, Necator americanus, 

e Strongyloides stercoralis são as que mais se destacam (Figura 1) (HOTEZ, et al. 2008; 

OJHA, et al. 2014; TUYIZERE, et al. 2018; JOURDAN, et al. 2018; WHO, 2021). Esses 

parasitos são transmitidos através da ingestão de ovos ou exposição à larvas infectantes, 

que podem estar presentes no solo, água e alimentos contaminados por fezes de 

indivíduos parasitados. Essas formas são capazes de se desenvolver no hospedeiro, 

passando por diversas fases características em diferentes órgãos até atingirem o trato 

gastrointestinal (BETHONY et al. 2006). No intestino assumem a forma adulta, liberando 

ovos e larvas que são excretados nas fezes. Em locais de saneamento básico precário, 

essas formas infectantes liberadas nas fezes contaminam o ambiente, disseminando a 

infecção (BETHONY et al. 2006).  

As geohelmintíases causam grande impacto na saúde humana, afetando de forma 

negativa no desenvolvimento e produtividade dos indivíduos infectados. Crianças em 

idade escolar e pré-escolar são as mais acometidas (WHO, 2011; PABALAN, et al. 2018). 

As alterações estão relacionadas à intensidade da carga parasitária, variando de 

morbidades leves a graves que incluem, anemia, desnutrição, dor abdominal crônica, 



17 
 

 
 

obstrução intestinal e comprometimento cognitivo, podendo chegar à perda da fisiologia 

de órgãos (WHO, 2011; OJHA, et al. 2014; PABALAN, et al. 2018).  

Figura 1: Prevalência global dos geohelmintos Ascaris lumbricoides (A), Trichuris 

trichiura (B), ancilostomídeos (Ancylostoma duodenale e Necator americanus) (C) e 

Strongyloides stercoralis (D). Estudos sugerem a presença de S. stercoralis no Japão e 

Austrália, apesar de não estarem marcados no mapa como prevalentes (SCHÄR, et al. 

2013). Adaptado de JOURDAN, et al. 2018. 

Considerando o contexto de importância epidemiológica e os prejuízos 

ocasionados por essas infecções, a Organização Mundial da Saúde (OMS) está 

empenhada no controle e eliminação dessas doenças (OPAS, 2018). Os esforços se 

concentram no diagnóstico sensível atrelado ao tratamento em massa de grupos de alto 

risco, através do uso de anti-helmínticos (CHU, et al. 2014; LO, et al. 2017; WHO, 2006, 

2017, 2021). Verificar as estratégias de controle é crucial para avaliar o impacto na 

redução das infecções. Entretanto, os resultados desse tratamento ainda são pouco 

conhecidos devido à dificuldade de aplicação de metodologias diagnósticas disponíveis 

em campo, o que também reflete nos dados de endemicidade (CHU, et al. 2014; 
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SAVIOLI, et al. 2018; JOURDAN, et al. 2018). O diagnóstico é essencial para os 

programas de controle, servindo como indicador de endemicidade, além de informar 

sobre o possível progresso obtido na redução da prevalência, visto que nem sempre o 

tratamento é eficaz (KEISER, et al. 2008; MEDLEY, et al. 2016).  

1.2. Diagnósticos disponíveis para a infecção por geohelmintos 

O diagnóstico baseado em manifestações clínicas é impreciso, pois são 

frequentemente observados quadros variáveis, como indivíduos assintomáticos, e 

sintomáticos, com sintomas leves e/ou inespecíficos como náuseas, diarreia e dor 

abdominal, diferindo de acordo com a fase do ciclo de vida que o parasito se encontra e 

da intensidade do parasitismo (JOURDAN et al. 2018). Diante disso o diagnóstico 

laboratorial desempenha um importante papel na identificação objetiva da infecção. 

Diferentes metodologias são empregadas para o diagnóstico da infecção por 

geohelmintos, como os métodos parasitológicos convencionais, ensaios 

imunodiagnósticos e métodos moleculares. Entretanto, apesar da existência de inúmeras 

técnicas, quantitativas e qualitativas, todas têm sido objeto de críticas diversas 

(AZEVEDO, et al. 2017; COOLS, et al. 2019). Os diagnósticos parasitológicos 

atualmente utilizados, demandam tempo e mão de obra especializada, além de possuírem 

sensibilidade limitada em casos de baixas cargas parasitárias. Esses casos são comuns em 

áreas onde o tratamento em massa foi empregado, e à medida que os tratamentos são 

ampliados a prevalência declina, o que limita a detecção pela maioria das técnicas 

(NIKOLAY, et al. 2014; MEDLEY, et al. 2016; BECKER, et al. 2018; COOLS, et al. 

2019). 

Na rotina laboratorial o diagnóstico dessas parasitoses ocorre principalmente pelas 

técnicas parasitológicas convencionais, como sedimentação espontânea, microscopia 

direta, concentração em formol/acetato de etila, FLOTAC/Mini-FLOTAC, McMaster e 

Kato-Katz (KK), consideradas de baixo custo. Esses métodos dependem da visualização 

microscópica de ovos e/ou larvas liberados nas fezes e, portanto, demandam tempo e mão 

de obra especializada (MBONG et al. 2020). Devido à variação na contagem de ovos, 

causada pela excreção diária irregular ou distribuição não homogênea nas fezes, essas 

técnicas baseadas na microscopia podem ter diferentes sensibilidades, especialmente em 

locais de baixa endemicidade (BOOTH, et al. 2003; CRINGOLI, 2006; CARVALHO, et 
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al. 2012; NIKOLAY, 2014; AZEVEDO, et al. 2017; TURNER, et al. 2017; COOLS, et 

al. 2019). 

Das técnicas parasitológicas, o KK é a mais amplamente utilizada para diagnóstico de 

geohelmintos no mundo (KATO, 1954; KATZ, et al. 1972). A OMS recomenda o KK 

para mapear, monitorar e avaliar programas de controle. Entretanto, esse teste tem 

demostrado sensibilidade limitada em casos de baixa carga parasitária, subestimando os 

dados epidemiológicos dessas infecções (WHO, 2002). O método se baseia na 

clarificação dos ovos, a partir de uma solução diafanizadora. Estudos relatam que ovos 

de ancilostomídeos se clarificam rapidamente e se perdem quando não analisados logo 

após o preparo, dificultando sua visualização em microscópio. Além disso, o método de 

KK não é adequado para o diagnóstico larval, já que o uso da malha na tela de filtragem 

retem larvas que por isso dificilmente aparecem na lâmina preparada (GLINZ, et al. 2010; 

MACHICADO, et al. 2012). Embora estudos relatem que o aumento do número de 

lâminas analisadas possa melhorar o diagnóstico por KK, o mesmo se torna inadequado 

para análises em grande número de amostras, devido à demanda de tempo (KNOPP, et 

al. 2008).  

Os diagnósticos moleculares, como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e a 

Amplificação Isotérmica Mediada por Loop (LAMP), são considerados ensaios de maior 

sensibilidade e especificidade, (GEORGE et al. 2016; RASHWAN, et al. 2017). Esses 

métodos permitem o diagnóstico da infecção, através da amplificação de regiões 

específicas do DNA do parasito (VERWEIJ, et al. 2007; BASUNI, et al. 2011; GEORGE, 

et al. 2016; RASHWAN, et al. 2017; PAPAIAKOVOU, et al. 2019). No entanto, além do 

alto custo, representam um obstáculo para utilização em ambientes com recursos 

limitados, como laboratórios de pequeno porte e em áreas rurais e afastadas, pois além de 

necessitarem de mão de obra especializada, também requer uma estrutura com 

equipamentos específicos (COOLS, et al. 2019; MBONG et al. 2020). Outro ponto a se 

considerar é a falta de padronização para utilização dessas técnica no diagnóstico de 

infecções helmínticas em grandes estudos populacionais (COOLS, et al. 2019). 

Os métodos de imunodiagnóstico baseados na detecção das reações 

antígeno/anticorpo como o Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) também vêm 

sendo estudados para o diagnóstico de geohelmintos (BIGGS, et al. 2009; HAWKINS, et 

al. 2016; VLAMINCK, et al. 2016). Em casos onde é utilizada a identificação de 

anticorpos no soro, é difícil diferenciar infecções atuais e passadas, pois podem 
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permanecer níveis de anticorpos circulantes mesmo após tratamento e cura. Por outro 

lado, a produção de anticorpos a partir de antígenos altamente reativos, se torna uma 

alternativa interessante, afim de utilizá-los como fonte de detecção de antígenos do 

parasito, o que comprovaria a presença deste, servindo como controle de cura da infecção.  

Nesse sentido, os testes sorológicos necessitam de antígenos mais reativos e sensíveis 

(NOORDIN, et al. 2005; MUTOMBO, et al. 2019). Estudos demonstram a ocorrência de 

reações cruzadas entre espécies do mesmo grupo, gerando a hipótese da identificação de 

um alvo múltiplo para diagnóstico, vista que as espécies se agrupam para os mesmos fins 

de controle, auxiliando na triagem de grandes números amostrais (NOORDIN, et al. 

2005; MUTOMBO, et al. 2019). Como vantagem, metodologias de imunodiagnósticos 

podem ser otimizados para uso em campo, sem a necessidade de técnicos especializados, 

podem possuir baixo custo e não necessitar de aparelhagem complexa para sua execução. 

As limitações dos diagnósticos disponíveis atualmente para geohelmintos são claras, 

demonstrando a necessidade do desenvolvimento de novos métodos diagnósticos, que 

apresentem alta sensibilidade e especificidade, sejam de baixo custo, práticos e aplicáveis 

em campo. Essa necessidade assume caráter especial no monitoramento e planejamento 

dos programas de tratamento em massa, verificando a real prevalência das doenças e o 

impacto das intervenções (HAWKINS, et al. 2016; MEDLEY, et al. 2016; LIM, et al. 

2018). Além disso, serão importantes para a otimização de laboratórios de análises 

clínicas com alta demanda, reduzindo tempo entre o diagnóstico e o início do tratamento.  

1.3. Aprimoramento do imunodiagnóstico para geohelmintos   

Devido às dificuldades e limitações dos métodos diagnósticos disponíveis, se torna 

necessária a busca e identificação de novos biomarcadores com alto potencial antigênico 

que possam ser candidatos ao diagnóstico para geohelmintos. No imunodiagnóstico são 

utilizados anticorpos específicos, ou antígenos puros ou fracionados do parasito para 

detecção. Esse extrato de antígenos tem sido substituído por proteínas recombinantes que 

possam apresentar maior especificidade e sensibilidade, ao permitir a seleção de 

antígenos imunogênicos e específicos do patógeno de interesse (ZAHABIUN, et al. 

2015). Os avanços tecnológicos em torno do diagnóstico têm se direcionado para os 

imunoensaios. As ferramentas in silico são importantes no processo de busca de peptídeos 

imunogênicos reduzindo o tempo que seria gasto em experimentos laboratoriais. Com o 

uso dessas ferramentas é possível processar e analisar um grande volume de dados do 
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proteoma das espécies de interesse, facilitando a predição de biomarcadores mais 

refinados (SUN, et al. 2019).  

A identificação e caracterização de peptídeos com alto score de predição de epítopos 

de células B são importantes e podem ser utilizados para otimização das técnicas de 

diagnóstico atuais e desenvolvimento de novos testes que podem servir como diagnóstico 

de triagem ou confirmatório da doença (EBRAHIMI, et al. 2019). Os peptídeos 

selecionados por bioinformática podem ser sintetizados em larga escala para averiguar 

sua reatividade, facilitando a padronização e utilização em testes futuros.  Além disso, as 

regiões preditas com alto grau de imunogenicidade podem ser combinadas, servindo de 

estrutura para o design de uma proteína quimera, com múltiplos epítopos originados de 

diferentes proteínas, o que poderia aprimorar ainda mais o diagnóstico, aumentando sua 

acurácia quando comparado ao extrato bruto (JIANG, et al. 2013; EBRAHIMI, et al. 

2019).  

Antígenos recombinantes já foram testados para aplicação no diagnóstico de doenças 

parasitárias humanas e veterinárias, e têm apresentado resultados promissores. Em 

infecções por Toxocara sp., Dos Santos, et al. (2019) obtiveram sensibilidade de 97,22% 

e especificidade de 90,00%, no diagnóstico em ovelhas, bovinos e equinos utilizando 

proteínas recombinantes de T. canis.  Virginio, et al. em 2003 testaram antígenos 

recombinantes para diagnóstico de Echinococcus granulosus e obtiveram especificidade 

de 99,50% e sensibilidade de 93,10% para diagnósticos da Hidatidose humana. 

Portanto, os antígenos recombinantes surgem como uma alternativa de 

aprimoramento dos métodos diagnósticos atuais para diversas infecções. Diante disso, 

este projeto propõe a busca de novos antígenos a serem utilizados no diagnóstico dos 

geohelmintos Ascaris sp., Trichiuris trichiura, Ancylostoma duodenale, Necator 

americanus e Strongyloides stercoralis.  
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2. JUSTIFICATIVA  

Os geohelmintos afetam mais de um bilhão de pessoas no mundo, causando 

desnutrição, atraso no crescimento, retardo intelectual, déficit cognitivo e educacional 

(PABALAN, et al. 2018). Devido ao impacto em saúde pública, a OMS tem inserido 

essas parasitoses em programas especiais para controle e eliminação de doenças (WHO, 

2006, 2017, 2021). Uma das estratégias de controle é o tratamento em massa, que vem 

sendo aplicado em diversas regiões endêmicas (WHO, 2017). Entretanto, os resultados 

dessa ação ainda são pouco conhecidos, devido à dificuldade de aplicação das 

metodologias diagnósticas em campo, e podem levar ao desenvolvimento de resistência 

nos patógenos as drogas utilizadas (CHU, et al. 2014; TURNER, et al. 2017; SAVIOLI, 

2018). 

Os diagnósticos parasitológicos convencionais para geohelmintos, demandam tempo 

e mão de obra especializada, além de possuírem sensibilidade limitada em casos de baixas 

cargas parasitarias (NIKOLAY, et al. 2014; MEDLEY, et al. 2016; TURNER, et al. 2017; 

COOLS, et al. 2019). Já, os métodos moleculares apresentam alta sensibilidade e 

especificidade, entretanto além do alto custo, são de difícil aplicação em campo, 

principalmente diante da realidade epidemiológica onde grande parte dos afetados vivem 

em locais de extrema pobreza (COOLS, et al. 2019). As técnicas de imunodiagnóstico 

também podem ser utilizadas, mas necessitam de antígenos mais reativos e sensíveis.  

Portando, o desenvolvimento de novos métodos diagnósticos, que sejam de baixo 

custo, práticos e aplicáveis em campo, são essenciais no monitoramento e planejamento 

dos programas de tratamento em massa, especialmente para verificar a eficiência dos 

medicamentos utilizados, visto que apesar de cada espécie possuir suas características, 

elas são agrupadas para os mesmos fins de controle devido à similaridade de 

endemicidade geográfica, dos grupos de risco afetados e do tratamento no qual ser 

utilizados os mesmos medicamentos, além da similaridade do impacto negativo a saúde 

humana (MEDLEY, et al. 2016; LIM, et al. 2018; OPAS, 2018). Além disso, são 

importantes para otimização do trabalho em laboratórios de análises clínicas com alta 

demanda, reduzindo tempo entre o diagnóstico e início do tratamento.  

Nesse contexto, as ferramentas in silico para predição de alvos antigênicos no 

proteoma de helmintos facilitam essa busca, por permitir a rápida avaliação de grande 

número de alvos. Diante do apresentado, das limitações das técnicas atualmente 

empregadas, e da expansão dos programas de controle na era da quimioterapia preventiva, 
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justifica-se a importância desse estudo que buscou selecionar novos biomarcadores de 

alta imunogenicidade, contribuindo para o aprimoramento do diagnóstico dos 

geohelmintos.   
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral  

Investigar novos biomarcadores para serem utilizados no imunodiagnóstico 

simultâneo e específico de infecções por geohelmintos. 

3.2. Objetivos específicos  

 1. Identificar peptídeos com alto score de predição de epítopos reconhecidos por 

célula B no proteoma predito de geohelmintos;  

2. Selecionar os peptídeos conservados e específicos entre as espécies de 

nematódeos;  

3. Validar a reatividade in vitro dos peptídeos e selecionar os alvos mais reativos.   
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4. METODOLOGIA  

4.1. Identificação de peptídeos com alto score de predição de epítopos de células B 

 Para a seleção dos peptídeos conservados entre nematódeos foi realizada uma 

busca dos proteomas preditos de espécies de nematódeos nos bancos de dados National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) e WormBase (Quadro 1). Foram também 

obtidas sequências de outros helmintos, para a exclusão de peptídeos com possível reação 

cruzada com estes organismos  

Quadro 1: Sequência de nematódeos de interesse e de outros helmintos utilizados 

para comparação e exclusão de reação cruzada entre os organismos. Os códigos 

demonstrados abaixo, podem ser utilizados para a busca das sequências empregadas neste 

trabalho. As amostras na coluna “Sequência de Nematódeos” correspondem às espécies 

de interesse para os testes diagnósticos, enquanto a coluna “Sequência de outros 

helmintos” contém as linhagens helmínticas que potencialmente podem causar reação 

cruzada com as espécies de interesse.  

Sequência de Nematódeos Sequência de outros helmintos 

ancylostoma_duodenale.PRJNA72581 taenia_asiatica.PRJEB532.WBPS14 

ascaris_lumbricoides.PRJEB4950 taenia_saginata.PRJNA71493. 

ascaris_suum.PRJNA62057 taenia_solium.PRJNA170813 

enterobius_vermicularis.PRJEB503 hymenolepis_diminuta.PRJEB507 

necator_americanus.PRJNA72135 hymenolepis_nana.PRJEB508 

strongyloides_stercoralis.PRJEB528 fasciola_hepatica.PRJEB25283 

trichuris_trichiura.PRJEB535 fasciola_hepatica.PRJNA179522 

toxocara_canis.PRJEB533 schistosoma_mansoni.PRJEA36577 

 

Para se obter um conjunto de dados de qualidade, as sequências de proteínas 

preditas presentes nos proteomas baixados foram filtradas por ferramentas de 

bioinformática desenvolvidas no Laboratório de Imunologia e Genômica de Parasitos 

(LIGP) da UFMG, utilizando três parâmetros: 1-Apresentar mais de 100 aminoácidos; 2-

Não apresentar stop códon interno (não ser pseudogene) e 3-Apresentar o stop códon na 

última posição da sequência, para garantir que a anotação não foi interrompida antes do 

fim da sequência. Estes proteomas preditos filtrados foram submetidos ao software 

Immunorank (dados não publicados) desenvolvido por pesquisadores do LIGP. Este 
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programa permite a seleção de peptídeos com base em score de predição de epítopos 

lineares de células B e de desordem estrutural. O programa foi utilizado no modo 

“peptídeo”, que permite selecionar peptídeos com maior score de ranqueamento de 

imunogenicidade (Figura 2). Inicialmente, foram selecionados 5000 peptídeos de 15 

aminoácidos a partir do proteoma predito de cada um dos nematódeos, de onde foram 

feitas a avaliação de conservação destes peptídeos entre todas as espécies de nematódeos. 

 

Figura 2: Gráfico de Imunogenicidade de peptídeos. No gráfico gerado pelo software 

Immunorank com base no score de predição de epítopos lineares de células B e de 

desordem estrutural, observa-se em verde a região da proteína predita com alto grau de 

imunogenicidade e em amarelo o peptídeo escolhido, que seria a região mais 

imunogênica, portanto é a região de maior pico no gráfico demarcada pelo ponto em 

vermelho.  

  A seguir, os peptídeos conservados foram utilizados como query em uma análise 

de Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) no NCBI contra todo o proteoma 

predito de outros helmintos, onde foram excluídas as sequências que apresentaram 

identidade e cobertura da query maior que 70 % com outros helmintos, reduzindo a 
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chance de ocorrência de reação cruzada. Finalmente, os peptídeos selecionados foram 

submetidos a um BLASTp contra o proteoma humano depositado no banco de dados NR 

(não redundante) do NCBI, afim de verificar se suas sequências não são encontradas no 

hospedeiro. Foram selecionados os peptídeos que passaram nestes filtros para serem 

sintetizados utilizando a técnica de Spot síntese. 

4.2. Spot síntese  

 Os peptídeos selecionados in silico com maior score de predição de epítopos de 

célula B, foram sintetizados de forma focal diretamente em uma membrana de celulose 

para triagem da reatividade (FRANK, 1992). Esse método permite a construção rápida de 

um grande número de peptídeos depositados em pontos (Spot), delimitados por um 

volume mínimo (HILPERT, et al. 2007). A membrana possui grupos carboxila livres que 

podem ser derivatizados para inserção de um grupo que possibilitará a ancoragem do 

peptídeo (FRANK, 1992; KUDITHIPUDI, et al. 2014).  A síntese foi realizada no 

equipamento ResPep RS (Intavisp) no LIGP. Inicialmente, os resíduos de aminoácidos 9-

fluorenylmethyloxycarbonyle (F-MOC) foram ativados com a adição de 

diisopropilcarboidimida (DIC) e Oxyma em meio de N-metil-pirrolidona (NMP) e 

anidrido acético 3%.  Após a inserção do F-MOC e compostos à sua respectiva posição 

na membrana a mesma foi incubada a temperatura ambiente por 2 horas e aguardada a 

reação. Foi então realizada a etapa de desproteção onde o F-MOC foi removido da 

extremidade N-terminal com a solução de piperidina a 20% (LAUNE, et al. 2002). Um 

novo ciclo de dispensação de aminoácidos foi então realizado. Essas etapas se repetiram 

até que o último aminoácido fosse incorporado ao peptídeo que está sendo sintetizado. 

Ao final da síntese a desproteção das cadeias laterais foi realizada através do tratamento 

com ácido trifluoroacético (TFA) seguida da adição do reagente scavenger (“limpador”) 

tri-isopropilsilano (TIPS) para evitar o ataque dos resíduos aos peptídeos sintetizados. 

Foram geradas duas membranas a primeira contendo 600 e a segunda 560 peptídeos 

selecionados anteriormente nos ensaios, dando um total de 1160 peptídeos.  

4.3. Painel sorológico 

 Foram utilizadas neste estudo soros humanos não infectados (controles) e soros 

humanos e animais infectados pelo nematódeos, Ascaris lumbricoides, Trichuris 

trichiura, Ancylostoma duodenale, Necator americanus e Strongyloides venezuelensis, 

sendo essa última espécie o modelo experimental utilizado para estudo da biologia e 
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infecção por Strongyloides stercoralis. (Tabela 2). As amostras de soro humano positivas 

fazem parte do banco de soros do LIGP, ICB/UFMG. O critério de inclusão das amostras 

de soro foi a positividade demonstrada pelas técnicas parasitológicas de Sedimentação 

espontânea (LUTZ, 1919), Kato-Katz (KATZ,1972) e Baermann-Morais (MORAES, 

1948). A amostra foi considerada positiva quando detectada a presença de formas 

evolutivas dos parasitos por qualquer uma das técnicas. Os soros de camundongos 

(linhagem BALB/c) infectados experimentalmente por Strongyloides venezuelensis, 

foram doados pelo laboratório de Esquistossomose e Imunologia de Helmintos, 

ICB/UFMG. Essas amostras de soros humanos e animais foram aprovadas para uso pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa - UFMG, respectivamente, COEP sob nº CAAE: 

61101916.0.0000.5149 e CEUA sob nº 368/2018 (ANEXO). 

 

Tabela 2: Especificações das amostras de soros utilizadas nesse estudo.  

Nematódeo Espécie de amostra Nº de amostras 

Ascaris sp. Humano 10 

Trichuris trichiura Humano 10 

Ancilostomídeos Humano 10 

Strongyloides venezuelensis Camundongo 10 

 

4.4. Immunoblotting  

 As membranas de peptídeos produzida por Spot-síntese foram submetidas a 

immunoblotting para verificar a sensibilidade e especificidade com amostras de soro 

sabidamente positivas para nematódeos de interesse, e também controles negativos 

(TOWBIN & GORDON, 1984). A membrana foi bloqueada com solução de PBS pH 7,2-

7,4 contendo 5% de BSA e 4% de sacarose durante 12-16 horas em agitação. Em seguida 

a mesma foi lavada 3 vezes com a solução de lavagem (PBS pH 7,2-7,4+ 0,1% de Tween 

20) por 10 minutos e incubada por duas horas com os soros diluidos (humanos infectados 

1:1000 ou animais infectados 1:500) na solução de lavagem. Após a incubação foram 

realizadas mais três lavagens de 10 minutos seguida por incubação por uma hora com o 

anticorpo secundário (anti-IgG humano na diluição de 1:10000 quando utilizado soro 

humano ou anti-IgG mouse na diluição de 1:1000 quando utilizado soro de camundongo) 

(Sigma-Aldrich) conjugado a peroxidase. A membrana foi novamente lavada três vezes 

com a solução de lavagem e finalmente revelada por quimioluminescência, através da 
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adição do substrato Luminata (Immobilon Forte Western HRP substrate), utilizando o 

fotodocumentador ImageQuant LAS 4.000, com exposição por 20 minutos. Como 

controles negativos, soros humanos não infectados passaram pelos mesmos processos 

previamente descritos. 

4.5. Regeneração de membrana  

A membrana contendo os peptídeos após ser utilizada para o Immunoblotting foi 

submetida a um tratamento de regeneração para reutilização posterior, neste processo são 

removidos todos os anticorpos ligados a ela. Primeiramente foram realizadas três 

lavagens de 10 minutos cada, com dimetilformamida (DMF). Após lavagem, a membrana 

foi incubada por 12 a 16 horas em solução desnaturante contendo, Uréia a 8M, SDS a 1% 

e 0.1% de 2-mercaptoetanol para remoção dos complexos moleculares ligados aos 

peptídeos. Posteriormente foi submetida a outras três lavagens de 10 minutos cada, com 

uma solução contendo 50% de etanol, ácido acético a 10% e 40% de água deionizada. A 

membrana após lavagens foi seca em temperatura ambiente e mantida a 4ºC para 

conservação dos peptídeos, permitindo sua reutilização para outros soros de interesse 

(RAMADA, et al. 2013).  

4.6 Análise de densitometria  

  As duas membranas (M1 com 600 peptídeos e M2 com 560 peptídeos) ao 

passarem pelo teste de reatividade pelo immunoblotting foram submetidas a análise de 

densitometria pelo Software Imagej e a extensão Protein Array Analyzer. O programa 

gera tabelas com os valores de reatividade que são utilizadas para as análises estatísticas, 

e uma figura qualitativa com o padrão de reatividade dos spots de cada membrana.  

Como o N amostral utilizado foi suficientemente grande (n = 1160), pelo Teorema 

Central do Limite é possível afirmar que a distribuição amostral das médias pode ser 

considerada uma distribuição normal, o que nos permitiu fazer inferências estatísticas 

utilizando propriedades inerentes de uma distribuição gaussiana. Sendo assim, foram 

utilizados os intervalos ao redor da média do controle negativo para calcular o cut-off, 

acrescido dos desvios padrões, para definir se um peptídeo seria considerado reativo.  

Dados estatísticos:  

 Média do controle negativo: 1849.39 

 Desvio padrão sobre o controle negativo: 3286.50 
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 1º cut-off (média CN + 2 desvios padrão) para exclusão de peptídeos 

reativos no controle negativo: 8422.35 

 2º cut-off (média CN + 3 desvios padrão) para determinação de peptídeos 

reativos no soro positivo: 11708.86 

O intervalo determinado por dois desvios padrão (-2σ, +2σ) é o primeiro 

estatisticamente relevante e engloba 95,45% dos valores da população. Já o intervalo 

determinado por três desvios padrão (-3σ, +3σ) engloba 99,73% do conjunto (CORREIA, 

2003). Para o cut-off de exclusão de peptídeos reativos no controle negativo ou nos soros 

utilizamos a média do controle negativo + 2σ. Já para o cut-off de seleção de peptídeos 

reativos do soro positivo utilizamos a média do controle negativo + 3σ.  

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando o software R (CORE 

TEAM), sendo calculados os coeficientes estatísticos com os valores do controle negativo 

e, a partir deles, a seleção de peptídeos reativos. 
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5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Delineamento experimental. Este fluxograma demonstra as principais etapas 

para obtenção dos antígenos alvos com potencial aplicação no diagnóstico de 

geohelmintíases.  
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6. RESULTADOS  

 

6.1 Identificação de peptídeos com alto score de predição de epítopos de células B 

 Para identificação dos peptídeos de interesse, os proteomas obtidos nos bancos de 

dados NCBI e WormBase foram filtrados levando em consideração parâmetros que 

evitassem possíveis erros de anotação das sequencias. Após filtragem, as sequências 

foram submetidas ao Software Immunorank que identificou 5000 peptídeos de cada 

espécie com o tamanho de 15 aminoácidos, gerando um total de 80000 sequências. Para 

termos uma melhor visualização do grande volume de dados, geramos um mapa de calor 

que vai de tons de azul ao vermelho, onde quanto mais vermelho maior o score 

combinado de epítopos de célula B e desordem estrutural do peptídeo (Figura 4).  

 

 

 

 

Figura 4: Mapa de calor. Nesta figura, cada linha corresponde a um proteoma de 

helminto diferente, e cada coluna corresponde a um peptídeo diferente. O score de 

imunogenicidade é dado em uma escala de baixo score, azul, até alto score em vermelho. 

Dendrogramas em ambos os eixos X e Y agrupam as amostras por similaridade de padrão 

entre isolados e entre peptídeos, respectivamente. 
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Fazendo uma análise visual podemos observar que existem peptídeos 

potencialmente específicos, que descriminariam as espécies, estes apresentam cor 

vermelha em um determinado isolado e azul em todos os outros, e também peptídeos 

conservados que se encontram em vermelho em duas ou mais espécies, e que podem 

auxiliar em um pan diagnóstico servindo como método de triagem em grandes estudos 

populacionais e em grandes centros laboratoriais.  

6.2 Immunoblotting  

Afim de validar os resultados obtidos nas predições in silico, os peptídeos 

selecionados foram sintetizados em duas membranas, sendo a primeira (M1) com 600 

sequencias (posições A01 – T30) e, a segunda (M2), com 560 peptídeos (posições A31 – 

T58), todos apresentando o maior score de predição de epítopo de célula B pelo 

Immunorank. Estas membranas foram incubadas com 4 pools distintos de soros humanos 

e de camundongos infectados com os helmintos A. lumbricoides, T. trichiura, 

ancilostomídeos e S. stercoralis. Como controle negativo, as membranas foram incubadas 

com pool de soros de 10 humanos não infectados. Os resultados obtidos neste 

experimento podem ser observados na Figura 5. Ambas as imagens apresentadas foram 

retiradas no intervalo de tempo de 60 segundos para fins de comparação.  
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Figura 5: Imagens dos resultados do Immunoblotting. As imagens foram reveladas 

através do fotodocumentador ImageQuant LAS 4.000, os spots claros correspondem aos 

peptídeos não reativos e os spots escuros indicam os reativos. a) M1 e M2 incubadas com 

pools de soro de Ascaris sp. b) M1 e M2 incubadas com pools de soro de Trichuris 

trichiura. c) M1 e M2 incubadas com pools de soro de ancilostomídeos. d) M1 e M2 

incubadas com pools de soro de Strongyloides venezuelensis. e) M1 e M2 incubadas com 

pools de soro negativos. 
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6.3 Densitometria   

As imagens obtidas através dos ensaios de Immunobloting foram submetidas às 

análises densitométricas utilizando o software ImageJ e a extensão Protein Array 

Analyzer (NIH). O programa gera tabelas com valores de reatividade (exemplo na Tabela 

3), que são utilizadas para as análises quantitativas, e uma figura qualitativa com os 

padrões de reatividade dos spots de cada membrana, conforme demonstrado na Figura 6.  
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Figura 6: Análise densitométrica das membranas após Immunobloting. Os spots 

estão representados em escala de cores que vai do preto ao branco, como demonstrado na 

barra acima da imagem, sendo que quanto mais próximo de branco mais reativo é aquele 

spot, e os spots pretos não apresentam reatividade. a) M1 e M2 incubadas com pools de 

soro de Ascaris. b) M1 e M2 incubadas com pools de soro de Trichuris trichiura. c) M1 

e M2 incubadas com pools de soro de ancilostomídeos. d) M1 e M2 incubadas com pools 

de soro de Strongyloides venezuelensis. e) M1 e M2 incubadas com pools de soro 

negativos. 

Os valores de reatividade gerados pela densitometria foram analisados em uma 

tabela formatada de forma adequada, onde cada linha corresponde a um peptídeo e cada 

coluna corresponde aos valores de reatividade para determinado soro. Foram adicionados 

ainda informações de interesse, como a posição do peptídeo na membrana, sequência 

peptídica, peso molecular e a predição de bioinformática associada, as sequências 

peptídicas não estão demonstradas pois as patentes ainda não foram depositadas (Tabela 

3). Por fim, foi retirado a reatividade de fundo (background) de cada membrana, a fim de 

torná-las comparáveis. Para isso, a partir do valor médio dos quatro menores valores de 

cada membrana, foi realizada a subtração do valor obtido daquele apresentado por todos 
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os spots presentes na membrana. Resultados menores que zero foram substituídos pelo 

valor de 1.  

 

Tabela 2: Dados de densitometria. A coluna “Posição” corresponde a posição dos 

peptídeos na membrana quanto ao sintetizador. Na coluna “Sequência” demonstra a 

sequência de aminoácidos que compõem o peptídeo. “Predição” se refere a espécie de 

nematódeo analisada em questão. A coluna “Peso molecular” demonstra o peso molecular 

dos peptídeos e a seguintes colunas os valores dos resultados de densitometria de cada 

soro; Controle Negativo (CN), ancilostomídeos, Ascaris sp., S. stercoralis e T. trichiura. 

 

  

 

 

6.4 Seleção de peptídeos 

Nenhum peptídeo foi encontrado reativo para todos os pools de soros 

simultaneamente, mesmo utilizando os intervalos de 2σ e 3σ desvios padrão. Entretanto, 

foram encontrados peptídeos específicos, utilizando o intervalo de 3σ desvios padrão 

(Tabela 4 e 5).  

 

 

 

 

POSIÇÃO PREDIÇÃO PESO 

MOLECULAR  

CN ANCILOSTOMÍDEOS ASCARIS SP. S. STERCORALIS T. TRICHIURA 

A01 Ancylostoma 1497.819799 5353 3893.75 18691 2337.75 803.25 

B01 Ancylostoma 1576.638322 1056 2073.75 2933 6097.75 736.25 

C01 Ancylostoma 1542.632842 1497 1984.75 2033 4259.75 365.25 

D01 Ancylostoma 1512.794313 5727 2917.75 20670 4742.75 894.25 

E01 Ancylostoma 1380.661526 1404 800.75 4955 3569.75 275.25 

F01 Ancylostoma 1446.64223 354 631.75 431 2281.75 295.25 

G01 Ancylostoma 1483.75653 4826 1942.75 5088 2468.75 397.25 

H01 Ancylostoma 1382.505143 41 92.75 59 974.75 149.25 

I01 Ancylostoma 1470.740839 944 3021.75 9676 4596.75 380.25 

J01 Ancylostoma 1620.750064 285 336.75 962 1091.75 118.25 
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Tabela 4: Peptídeos específicos.  Número de peptídeos reativos que se demonstraram 

potenciais alvos para diagnóstico específico.  

Espécies Peptídeos reativos específicos  

Ascaris sp. 41 

Trichuris trichiura 0 

Ancilostomídeos  13 

Strongyloides stercoralis  26 

 

Tabela 4: Resultados da densitometria para peptídeos específicos. As colunas 

“Peptídeo” corresponde a posição dos peptídeos na membrana quanto ao sintetizador. Na 

coluna “Sequência” demonstra a sequência de aminoácidos que compõem o peptídeo. A 

coluna “Peso Molecular” demonstra o peso molecular dos peptídeos e a seguintes colunas 

os valores dos resultados de densitometria de cada soro; (CN) Controle Negativo, e a 

espécie de interesse. A última coluna mostra a intensidade relativa (IR) que é dada pela 

razão entre o valor de densitometria do spot reativo para o pool de soros positivos (VDP), 

e o valor da leitura de densitometria do mesmo spot quando utilizado o pool de soros 

negativos (VDN). Através da fórmula: IR=VDP/VDN, que demonstra o quanto aquele 

spot seria mais reativo para o soro positivo que para o soro negativo. 

 

PEPTÍDEO PESO MOLECULAR CN ANCILOSTOMÍDEOS IR 

C47 1637,776428 3584 19396,25 5,4119 

E36 1481,711703 6152 16255,25 2,642271 

F34 1701,830198 4596 12066,25 2,625381 

F44 1776,814605 5727 29629,25 5,173607 

G49 1712,785992 3753 16678,25 4,443978 

H35 1719,906321 8182 13428,25 1,641194 

K33 1556,696114 6567 16742,25 2,549452 

K40 1693,875415 6734 21884,25 3,249814 

K57 1521,779392 8111 11870,25 1,463476 

M33 1531,712098 5456 15083,25 2,764525 

O42 1769,906715 5359 23720,25 4,426246 

P39 1670,856929 5336 22935,25 4,29821 
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PEPTÍDEO PESO MOLECULAR CN ASCARIS SP. IR 

A01 1497,819799 5353 18691 3,491687 

A29 1406,679677 2235 12631 5,651454 

B08 1531,712098 2032 13907 6,843996 

C17 1659,784592 6045 24563 4,063358 

D01 1512,794313 5727 20670 3,609219 

D22 1530,733444 5124 16393 3,199258 

D32 1732,728201 1345 14929,5 11,1 

E02 1759,874746 3632 16027 4,41272 

E09 1701,830198 3945 21459 5,439544 

E13 1328,657878 3317 17101 5,155562 

E14 1369,684428 5059 16134 3,189168 

E28 1397,679343 3476 12226 3,517261 

F10 1626,75055 2208 13015 5,894475 

G14 1615,708073 5026 12321 2,451452 

G25 1332,715669 3024 13343 4,412368 

G30 1422,729604 2447 19874 8,121782 

H08 1831,918343 4811 26769 5,564124 

H12 1401,649103 7702 31627 4,106336 

H15 1645,831819 1822 11730 6,43798 

I06 1668,778402 3988 17960 4,503511 

J02 1470,740839 1477 11732 7,943128 

J19 1603,78574 2748 19477 7,0877 

J24 1332,715669 1753 14459 8,248146 

J30 1458,737468 3148 13173 4,184562 

K14 1411,644687 5567 18246 3,277528 

L21 1551,758931 2992 19621 6,557821 

L27 1422,729604 2451 12840 5,238678 

M13 1622,824567 3660 11809 3,226503 

M25 1429,804818 3145 16717 5,315421 

M29 1334,683699 1677 11801 7,036971 

O16 1670,856929 4401 21941 4,985458 

O25 1475,759994 5541 18141 3,273958 

P03 1585,883461 3783 15360 4,06027 

P24 1429,804818 2727 11881 4,356802 

R05 1732,728201 344 19675 57,19477 

R11 1481,711703 2912 13983 4,801854 
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R24 1475,759994 3959 15797 3,990149 

R25 1420,768099 3031 14669 4,839657 

S01 1487,712372 3796 16154 4,255532 

S17 1552,799122 3729 22179 5,947707 

T13 1665,746189 2701 37010 13,70233 

 
 

PEPTÍDEO PESO MOLECULAR CN STRONGYLOIDES IR 

C22 1808,606096 182 12671,75 69,625 

E53 1438,549116 3325 17823,25 5,360376 

F05 1613,696449 2264 12981,75 5,733989 

I12 1714,725031 292 17541,75 60,07449 

I46 1601,615814 415 20046,25 48,30422 

J14 1717,678229 304 12336,75 40,58141 

J33 1543,621568 1156 40301,25 34,86267 

K54 1735,828465 7194 18499,25 2,571483 

M52 1754,83428 4900 22249,25 4,540663 

N41 1619,771227 6056 32863,25 5,42656 

N51 1521,707956 6847 12764,25 1,864211 

N52 1802,62586 732 11760,25 16,06592 

O36 1714,725031 265 17711,25 66,83491 

Q45 1659,723055 6559 12680,25 1,93326 

R34 1601,72881 3107 17078,25 5,496701 

R56 1613,787848 1530 30192,25 19,7335 

S16 1670,770892 1635 14574,75 8,91422 

S35 1812,737312 472 13742,25 29,11494 

S54 1710,756608 1965 13031,25 6,631679 

T15 1559,695779 950 16004,75 16,84711 

F54 1746,73798 3869 16980,25 4,388796 

H51 1674,774364 1504 27094,25 18,01479 

I39 1493,719098 4722 20459,25 4,332751 

K02 1510,640515 592 12922,75 21,82897 

Q53 1604,663099 1662 25481,25 15,33168 

T51 1552,664813 4297 32742,25 7,619793 
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A última seleção foi para os peptídeos reativos para cada pool de soro de 

pacientes com diferentes hemintíases, não importando sua reatividade com os demais 

soros (Figura 7). Assim, encontramos por exemplo peptídeos reativos para Ascaris sp., 

mas que também podem ser reativos com outro soro, menos com o controle negativo, 

sendo bons alvos para um pan-diagnóstico.  

 

 

Figura 7: Diagrama de Venn. Demonstração do número de peptídeos específicos para 

cada espécie de geohelminto e também peptídeos que se demonstração conservados em 

mais de uma espécie.  

 

 

Ancilostomídeos  

(35) 

Ascaris sp.  

(63) 

S. stercoralis  

(37) 

T. trichiura   

(1) 
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7. DISCUSSÃO 

Neste trabalho foi empregado o uso das técnicas de bioinformática para a seleção 

de peptídeos antigênicos, a partir do proteoma predito das espécies A. lumbricoides, T. 

trichiura, S. stercoralis e as duas espécies de ancilostomídeos, A. duodenale e N. 

americanus, afim de obter potenciais biomarcadores para utilização e otimização do 

diagnóstico imunológico desses geohelmintos. Dessa forma, os peptídeos que 

conseguimos selecionar através da predicação foram submetidos a um teste de reatividade 

com soros positivos para tais espécies.  

Os helmintos constinuem um grupo vasto de espécies e, dentre eles se encontram 

o filo Nematoda, que engloba os geohemintos de importância médica de interesse nesse 

estudo. Devido à proximidade filogenética das espécies, nós optamos por fazer um 

BLASTp contra as sequências do proteoma de outros helmintos que poderiam apresentar 

reação cruzada.  Partindo dessa ideia inicial, foi realizado a busca não apenas de peptídeos 

que servissem para um diagnóstico específico, mas também por sequências conservadas 

entre A. lumbricoides, T. trichiura, S. stercoralis e os ancilostomídeos, ou seja por 

peptídeos que pudessem ser utilizados para o diagnóstico dessas múltiplas espécies 

simultaneamente. 

A escolha dos nematódeos A. lumbricoides, T. trichiura, S. stercoralis e as duas 

espécies de ancilostomídeos, A. duodenale e N. americanus, se deu devido a sua grande 

importância epidemiológica, onde são referidos como os geohelmintos mais prevalentes 

em infecções humanas (BETHONY, et al. 2006; WHO, 2021). A prevalência mundial 

chega a 1.5 bilhões de infectados, sendo que em 2010 cerca de 439,9 milhões de pessoas 

foram infectadas por ancilostomídeos, 819,0 milhões infectadas por A. lumbricoides e 

464,4 milhões com T. trichiura (PULLAN, et al. 2014). Uma revisão sistemática 

publicada em 2021 aponta que S. stercoralis afeta aproximadamente 300 milhões de 

pessoas, demonstrando que a infecção ainda é um problema de saúde pública mundial 

(SLAHI, et al. 2021).  Diante dos prejuízos de saúde e econômicos ocasionados a 

população, a OMS tem implantado programas de controle para as geohelmintíases, 

voltado para a quimioterapia preventiva voltada para as populações de risco desde 2001, 

de 2011-2020 ampliaram o plano estratégico, abrangendo a cobertura das regiões tratadas. 

Entretanto, as reais implicações dessa estratégia não são totalmente conhecidas, devido à 

dificuldade na aplicação de métodos de diagnóstico disponíveis em larga escala (MS, 

2018; WHO, 2012; 2021). O plano estratégico de 2021-2030 foi implementado 
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preconizando metas globais até 2030, que incluem, controle e eliminação das 

geohelmintíases em crianças de idade pré-escolar e escolar, redução do número de 

comprimidos necessários na quimioterapia preventiva e estabelecimento de um programa 

de controle para geohelmintíases que seja eficaz (WHO, 2021) No entanto, aspectos como 

o surgimento de resistência aos derivados do benzimidazol e a eficácia dessas ações por 

meio da avaliação das taxas de cura, raramente são considerados. Esses aspectos são de 

extrema importância para orientar e direcionar as intervenções, de modo a implementar 

medidas de controle personalizadas em cada região e com melhor custo-benefício 

(GABRIELLI, et al. 2013). As metas implementadas só serão alcançadas melhorando a 

estratégia atual, incluindo além da melhora de infraestrutura, educação e tratamento, o 

diagnóstico que avaliaria o risco de exposição, daria melhor direcionamento ao programa, 

indicando os indivíduos para tratamento, e além disso, faria o acompanhamento da 

resolução da estratégia implementada e o progresso obtido.  Desta forma, fazem-se 

necessários marcadores de prognóstico, capazes de identificar se o tratamento foi eficaz. 

As espécies de geohelmintos listadas no presente trabalho são tratadas como um 

grupo por utilizarem métodos de diagnóstico parasitológico semelhantes, por 

responderem aos mesmos medicamentos( benzimidazólicos) e também pela sobreposição 

geográfica (BETHONY, et al. 2006; WHO, 2021). A espécie S. stercoralis possui 

algumas características peculiares,  requer métodos de diagnóstico diferentes dos outros 

geohelmintos e, por isso frequentemente não é identificado em exames de fezes de rotina 

laboratorial, além de não ser sensível aos medicamentos albendazol e mebendazol, que 

são utilizados em prevenção em larga escala, o que dificulta também o controle por meio 

da quimioterapia preventiva (REQUENA-MÉNDEZ et al. 2013; HOTEZ, 2017; WHO, 

2021). A sorologia pode auxiliar consideravelmente no diagnóstico de S. stercoralis, em 

caso onde os métodos convencionais possuem baixa sensibilidade. Desta forma, no 

presente trabalho, identificamos 26 peptídeos específicos para S. stercoralis que podem 

constituir importantes marcadores para a identificação correta desta infecção helmíntica. 

A triagem in sílico dos proteomas preditos destas espécies por meio do software 

Immunorank levou a um número considerável de antígenos que foram sintetizados pela 

técnica de spot-síntese seguida do Immunoblotting, permitindo que fosse realizada a 

triagem sorológica desse grande volume de dados em um único experimento (FRANK, 

1992). Dessa forma, os 1160 peptídeos selecionados com maior grau de imunogenicidade 

pelo Immunorank foram testados no Immunoblotting com o pool de soros de humanos 
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infectados por Ascaris, ancilostomídeos e T. trichiura, e de soros de camundongo 

infectados por S. venezuelenses. Possivelmente os antígenos reconhecidos por soros de 

animais e humanos infectados, seriam potenciais alvos para uso no diagnóstico.  A 

inclusão de soros humanos infectados por esses parasitos é de extrema relevância, pois 

simula a realidade encontrada em campo, como a existência de anticorpos de infecções 

passadas, poliparasitismo, diferentes cargas parasitárias e a intensidade de resposta 

imunológica.  Afim de estudar melhor as particularidades de cada indivíduo, será 

realizado futuramente testes desses antígenos com amostras individuais destes soros.  

Com os ensaios de Immunoblotting foi possível selecionar um total de 107 

peptídeos, sendo 80 específicos, 41 para Ascaris sp., 13 para ancilostomídeos e 26 para 

S. stercoralis. Foram obtidos 27 alvos que reagiram simultaneamente para duas ou mais 

espécies. Estes resultados nos levam a uma série de pensamentos e discussões quando 

vimos que não foi encontrado nenhum peptídeo específico reativo para T. trichiura e que 

foi encontrado apenas 1 que fosse reativo para ele e outras espécies. Ao observar as 

membranas após Immunoblotting com o pool de soros de T. trichiura, vimos que os spots 

apresentaram pouca reatividade, isso pode ter ocorrido devido aos níveis baixos de 

anticorpos IgG produzidos durante a infecção, mas pode ser que ao testar para outras 

diferentes classes de anticorpos como IgA e IgE obtenhamos resultados mais promissores 

(BUNDY, et al. 1991; FAULKNER, et al. 2002). Alguns estudos relataram também que 

a produção de anticorpos na infecção por T. trichiura pode oscilar consideravelmente de 

acordo com a idade e com a intensidade da infecção que na maioria dos casos é baixa, 

isso também pode explicar a baixa reatividade aos peptídeos na membrana (BUNDY, et 

al. 1991; FAULKNER, et al. 2002).  

Com relação ao tratamento, T. trichiura é uma espécie que demonstra baixa 

sensibilidade as dosagens de benzimidazólicos utilizados nos programas de intervenções, 

sendo insatisfatório doses únicas dos anti-helmínticos (HOTEZ, 2017; ELSE, et al. 2020). 

Esses aspectos e características peculiares desses parasitos, demonstram o quanto é 

importante o acompanhamento e monitoramento da eficácia dos programas de controle 

nas regiões intervindas por meio do diagnóstico (MBONG, et al. 2020). Tais programas 

de intervenção devem incluir e implementar medições de eficácia em larga escala, para 

avaliação do progresso obtido, e isso só será possível por meio do uso de ferramentas e 

estratégias de diagnóstico mais eficazes. Desta forma, pretendemos realizar novas 
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avaliações relativas à seleção de alvos para o diagnóstico de T. trichiura, especialmente 

visando a avaliação de prognóstico da eficácia do tratamento. 

Existe uma grande discussão relativa ao uso do diagnóstico parasitológico ou 

sorológico para infecções helmínticas. Nos locais onde a quimioterapia preventiva foi 

aplicada é comum casos de baixa carga parasitaria, dificultando o diagnóstico por meio 

do exame parasitológico de fezes, além do mais, esses métodos são de difícil aplicação 

em grandes estudos populacionais, mas ainda assim a microscopia de fezes é amplamente 

utilizada (KNOPP, et al., 2008; MBONG, et al. 2020). Outro ponto a considerar é a 

intermitência na eliminação de ovos ou larvas nas fezes o que torna o diagnóstico 

parasitológico ainda mais difícil. Infelizmente, essas infecções em sua maioria 

permanecem sem diagnóstico devido à falta de profissionais treinados e tecnologias mais 

apropriadas (KHURANA & SETHI, 2017). Todos os métodos disponíveis apresentam 

limitações em relação à necessidade de mão de obra especializada, sensibilidade e 

especificidade, custo benefício e infraestrutura como nos métodos moleculares.  

Os testes imunológicos para detecção de antígenos e anticorpos surgem como uma 

ótima alternativa, podendo auxiliar no diagnóstico de infecções inicias e em casos de 

fezes negativas ao exame parasitológico de fezes, funcionando como método de triagem 

para as técnicas parasitológicas.  Pensando nos testes imunológicos como método de 

triagem seria possível otimizar o tempo da entrega de resultados além de auxiliar nas 

condições em que a infecção não é identificada pela microscopia, por diversos fatores 

como; intermitência na postura de ovos, infecções recentes e de baixa intensidade. Assim, 

a busca por um teste diagnóstico sorológico que seja capaz de identificar as espécies de 

geohelmintos simultaneamente é de extrema importância, afim de utiliza-lo como método 

de triagem em grandes números amostrais.  

Uma das desvantagens associadas ao sorodiagnóstico estão relacionadas ao fato 

de que as imunoglobulinas produzidas durante a infecção podem permanecer persistentes 

após o tratamento e, deste modo, podem não indicar infecção ativa, não discriminando 

infecções presentes de passadas (REQUENA-MÉNDEZ, et al. 2013; KHURANA & 

SETHI, 2017). Por outro lado, a detecção de anticorpos é de extrema relevância em casos 

onde a infecção passa por estágio assintomático ou onde não houve liberação de ovos nas 

fezes analisadas.  Há de se pontuar também que podem ser rastreados antígenos que se 

demonstrem mais reativos apenas em infecções ativas, sendo um indicativo da presença 

do parasito. Durante as infecções helmínticas pode ser desencadeada a produção de 
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células de memória e um aumento da produção de imunoglobulinas, as quais sofrem 

queda após cura e expulsão do parasito (BUNDY, et al. 1991; FAULKNER, et al. 2002). 

Essas imunoglobulinas que se demonstrem elevadas durante a infecção ativa podem ser 

rastreadas para a determinação da presença do parasito, e para isso seria necessária a 

avaliação da queda da titulação de anticorpos e a janela de detecção (KARUNAJEEWA, 

et al. 2006). Os antígenos também poderiam ser utilizados para a produção de anticorpos 

policlonais, e através destes seria possível identificar antígenos do parasito, o que também 

comprovaria a infecção ativa (JOHNSON, et al. 1996; BUNGIRO et al. 2005).  

Mesmo diante das limitações dos testes sorológicos, eles ainda são uma ótima 

alternativa para serem utilizados como métodos de triagem em grandes populações, 

auxiliando na avaliação da exposição e no direcionamento dos programas de controle, 

como no tratamento. Dessa forma facilitaria a testagem em massa e tratamento somente 

dos casos positivos, reduzindo custos e mão de obra. Caso contrário a não utilização de 

um método de triagem, só restaria além da melhoria da infraestrutura e educação, o 

tratamento em massa de toda a população, que além de aumentar gastos também 

aumentaria o risco de seleção de isolados resistentes aos anti-helmínticos disponíveis para 

as infecções em humanos, como já ocorre na veterinária em criações de ruminantes 

(WOLSTENHOLME, et al. 2004; KENYON, et al. 2009; TINKLER, 2020). O risco da 

ocorrência de resistência aos anti-helmínticos deve ser um fator importante a se 

considerar, visto que há poucos medicamentos disponíveis e em desenvolvimento 

(PANIC et al. 2014).  

 Neste estudo foram identificados vários peptídeos antigênicos que demonstraram 

ser alvos promissores para serem utilizados no diagnóstico de geohelmintos, e a 

bioinformática tem se demonstrado de extrema importância para o rastreio desses 

antígenos. Considerando que as limitações dos métodos utilizados para o diagnóstico de 

infecções helmínticas podem interferir no monitoramento dos programas de intervenção 

e, portanto, restringir a avaliação da eficácia, há a necessidade de novos testes de 

diagnóstico que sejam eficazes, práticos na utilização em campo e de baixo custo.   
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS  

 

 Visamos a produção de uma proteína quimera, composta por diferentes peptídeos 

objetivando o desenvolvimento de um teste rápido para ser utilizado como método de 

triagem em grandes estudos populacionais como nos programas de intervensão. O 

principal objetivo é que esse teste possa ser empregado com facilidade em campo, e que 

possa alcançar as populações desprovidas de recursos, que é a realidade da grande maioria 

dos indivíduos que sofrem com essas morbidades, e assim auxiliar no controle e 

eliminação dessas doenças.   
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