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RESUMO 
 
 

A prevalência da infecção por Strongyloides stercoralis é elevada em pacientes alcoolistas. O 
consumo excessivo de álcool eleva os níveis de corticosteroides endógenos, os quais 
estimulam a fecundidade da fêmea e a diferenciação das larvas rabditoides em filarioides 
infectantes, mimetizando o efeito do hormônio parasitário ecdisona,levando a autoinfecção 
interna. Além disso, as alterações da barreira intestinal e da resposta imune do hospedeiro, 
pelo uso crônico do álcool, contribuem para o desenvolvimento da hiperinfecção e 
estrongiloidíase grave. A atividade da paraoxonase (PON1) tem sido implicada na patogênese 
de doenças inflamatórias, além de doenças causadas por bactérias, vírus eparasitos.  A PON1 é 
predominantemente sintetizada pelos hepatócitos e liberada na circulação associada com as 
lipoproteínas de alta densidade (HDL), que é a principal fonte de colesterol, para a síntese de 
esteroides. Os pacientes infectados com parasitos intestinais têm alterações no seu perfil 
lipídico e na atividade da PON1. Neste estudo, o diagnóstico da estrongiloidiase atraves da 
detecção de IgG anti-S. stercoralis demonstrou 88,6% de sensibilidade e 98,4% de 
especificidade. Através da analise proteômica é possívele estabelecerproteínas com maior 
especificidade a serem utilizadas para em ensaios de  diagnóstico e/ ou imunomodulação. 
Este trabalho teve como objetivo identificar a infecção por S. stercoralis e determinar os 
níveis de cortisol endógeno, o perfil lipídico e a atividade da paraoxonase nos pacientes 
alcoolistas, internados no Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), 
pertencente às Obras Sociais Irmã Dulce. Além, de realizar o estudo da proteômica de S. 

stercoralis e de S. venezuelensis. A frequência da infecção por S. stercoralis foi avaliada em 
332 pacientes alcoolistas e 92 pacientes que não fazem uso crônico de álcool. A determinação 
dos níveis de cortisol foi realizada em 78 pacientes alcoolistas infectados com S. stercoralis, 
80 pacientes alcoolistas não infectados e 76 pacientes não alcoolistas com resultados de três 
exames parasitológicos negativos para S. stercoralis. A frequência da infecção por S. 

stercoralis foi maior nos pacientes alcoolistas, 23,5% (78/332) do que nos pacientes que não 
faziam uso crônico de álcool, 5,4% (5/92) (p < 0,05). Os níveis de cortisol endógeno foram 
3,7 vezes mais elevados nos pacientes alcoolistas comparado com os não alcoolistas (p < 
0,05). Níveis elevados de cortisol endógeno não foi um fator que predispôs à infecção por S. 

stercoralis nos pacientes alcoolistas, entretanto uma vez infectado, o aumento dos níveis deste 
hormônio tiveram associados com a elevação da carga parasitária. A determinação da 
atividade da Paraoxonase (PON1) foi realizada em 202 alcoolistas e em 74 não alcoolistas 
infectados ou não com S. stercoralis. A atividade da PON1 nos indivíduos infectados com 
S.stercoralis foi mais baixa, tanto no grupo dos alcoolistas (1,4 vezes), quanto no grupo dos 
não alcoolistas (6,4 vezes) (p < 0,05). Uma correlação positiva foi observada entre a atividade 
da paraoxonase e a concentração de cortisol em indivíduos alcoolistas não infectados com S. 

stercoralis (R= 0,258; p < 0,05), enquanto uma correlação negativa ocorreu com indivíduos 
não alcoolistas infectados com S. stercoralis (R= -0,60; p < 0,05). Os níveis de triglicérides 
foram 1,3 vezes menores em indivíduos alcoolistas infectados, assim como o LDL-C e 
VLDL-C foram respectivamente 1,1 e 6,4 mais baixos nesse mesmo grupo (p < 0,05). No 
entanto, os níveis de HDL foram 1,3 vezes maior nos alcoolistas do que nos não alcoolistas (p 

< 0,05), independentemente da infecção. Indivíduos alcoolistas infectados com S. 



 

stercoralisapresentaram um perfil lipídico compatível com um padrão anti-aterogênico. A 
análise proteômica de antígenos brutos de larvas filarioides de S. stercoralis, S. venezuelensis 
e de produtos excretados / secretados de Strongyloides venezuelensis  foi  realizada utilizando 
a plataforma shotgun (LC-MS/MS) para separação e identificação dos péptideos trípticos. Em 
seguida os dados foram analisados por meio do COMET.Para a distribuição do gene ontology 
terms, foi utilizado o programa Blast2go. Um total de 272 proteínas do parasito foram 
identificados sendo 158, 62 e 52 encontradas em antígeno bruto de S.stercoralis (CSS), 
antígeno bruto de S.venezuelensis (CSV) e produtos secretados /excretados de S. 

venezuelensis (ESPSV), respectivamente. Dentre as 108 proteínas encontradas apenas no 
CSS, oito apresentaram homologia com Strongyloides sp. - proteínas foram compartilhadas 
entre os três antígenos. A ubiquitina foi a proteína mais representativa dos produtos 
secretados/excretados de S. venezuelensis, no entanto não apresentou peptidio de sinal 
sugerindo que múltiplas vias de secreção pode ser utilizada para proteínas homologas. A 
análise proteômica pode ser utilizada como uma ferramenta para identificar proteínas para 
testes de diagnóstico principalmente, para a estrongiloidíase que ainda carece de  diagnóstico 
de elevada sensibilidade e especificidade. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Alcoolismo. Cortisol. Paraoxonase. Lipídios séricos. Strongyloides 

stercoralis. Antígeno bruto e fator secretado/excretado 
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ABSTRACT 
 
 

 
Strongyloides stercoralis infection prevalence is high in alcoholic patients. Excessive 
consumption of alcohol raises the levels of endogenous corticosteroids, which stimulate the 
fertility of parthenogeneticfemale and the differentiation of rhabditoid in to filarial infective 
larvae, mimicking the effect of a parasitic hormone,ecdysone, leading to internal 
autoinfection. Furthermore, alcohol chronic use contributes to the development of severe 
hyperinfection and strongyloidiasis through changes in the intestinal barrier and in the host 
immune response,. The paraoxonase (PON1)  activity has been implicated in the pathogenesis 
of inflammatory diseases as well as in diseases caused by bacteria, viruses and parasites. The 
PON1 is predominantly synthesized by the hepatocytes and it is released into the circulation 
associated with high density lipoproteins (HDL), which is the major source of cholesterol for 
steroidssynthesis . Patients infected with intestinal parasites have changes in their lipid 
profiles and PON1 activity. In this study, strongyloidiasis diagnosis through the detection of 
IgGanti-S. stercoralisshowed 88.6% sensitivity and 98.4% specificity. Through proteomic 
analysis is possible establish proteins with greater specificity to be used for diagnostic assays 
and / or immunomodulation studies. 
This study aimed to identify S. stercoralis infection and to determine the intrinsic cortisol 
levels, lipid profile and paraoxonase activity in alcoholic patients, admitted in the Centro de 
Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), belonging to the Obras Sociais Irmã 
Dulce. In addition, to carry out the proteomic study of S. stercoralis and S. venezuelensis. The 
frequency of S. stercoralis infection was evaluated in 332 alcoholics patients and 92 patients 
without alcohol chronic use . The determination of cortisol levels was performed in 158 
alcoholic patients, 78 were infected with S. Stercoralis and 80 were negative for this parasite, 
and in 76 nonalcoholic patients with results of three negative parasitological tests for S. 

stercoralis. The frequency of S. stercoralis infection was higher in alcoholic patients (23.5%) 
than innonalcoholic patients (5.4%) (p <0.05 ). The endogenous cortisol levels were 3.7-fold 
higher in alcoholics compared to nonalcoholics (p <0.05). High levels of endogenous cortisol 
was not a factor that predisposed to S. stercoralis infection in alcoholic patients, but once 
infected, increased levels of this hormone were associated with an elevationin the parasite 
burden. The determination of paraoxonase (PON1) activity was performed in 202 alcoholics 
and 74 nonalcoholic  patients with or without S. stercoralis infection. The PON1activity in 
infected individuals was lower in both alcoholic (1.4 fold) and nonalcoholics groups (6.4-
fold) (p <0.05). A positive correlation was observed between the paraoxonase activity and 
cortisol levels in alcoholic subjects withoutS. stercoralis infection (R = 0.258; p <0.05), 
whereas a negative correlation occurred with nonalcoholic infected individuals (R = -0.60; p 

<0.05). Triglyceride levels were 1.3-fold lower in alcoholics infected individuals as well as 
LDL-C and VLDL-C, 1.1 and 6.4, respectively (p <0.05). However, HDL levels were 1.3 
times higher in alcoholics than in nonalcoholics (p <0.05), irrespective of the infection. 
Alcoholics individuals infected with S. stercoralis showed a lipid profile compatible with an 
anti-atherogenic pattern. The proteomic analysis were conductedin the crude antigens of S. 

stercoralisand S. venezuelensis infective larvae, and in the Strongyloides venezuelensis 
excreted / secreted products using a shotgun platform (LC-MS / MS) for separation and 



 

identification of tryptic peptides. The data were analyzed using the COMET search engine. 
For ontology terms gene distribution,the program Blast2go was used . A total of 272 parasite 
proteins were identified with 158, 62 and 52 found in the S. stercoralis crude antigen (CSS), 
S.venezuelensis crude antigen (CSV) and S. venezuelensis secreted / excreted products 
(ESPSV), respectively . Among the 108 proteins found only in CSS, eight had homology with 
Strongyloides sp. Proteins were shared between the three antigens. The ubiquitin protein was 
the most representative of the S. venezuelensis secreted / excreted product, however it showed 
no signal peptide secretion, suggesting that multiple pathways can be used for homologous 
proteins. The proteomic analysis can be used as a tool to identify proteins for diagnostic tests 
primarily to strongyloidiasis, that still lacks diagnostic tests with high sensitivity and 
specificity. 
 
 
 
Keywords: Alcoholism. Cortisol.Paraoxonase.Serum lipids.Strongyloides stercoralis. Crude 
and secretory / excretory antigen 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Strongyloides stercoralis é um nematódeo classificado na ordem Rhabditida, família 

Strongyloididae e gênero Strongyloides. Neste gênero estão incluídas 52 espécies que são 

parasitos intestinais obrigatórios de animais vertebrados, incluindo mamíferos, aves, répteis e 

anfíbios(CAMPOS, 1985). Estima-se que em torno de 100 milhões de pessoas estão 

infectadas em todo mundo, com prevalências mais elevadas nas regiões tropicais e 

subtropicais (KOTHARY; MUSKIE; MATHUR, 1999; DE BONA; BASSO, 2008; OLSEN et 

al., 2009). A infecção pelo S. stercoralis geralmente cursa sem sintomas em indivíduos 

imunocompetentes. No entanto, em indivíduos com o sistema imune comprometido, como 

alcoolista, portadores do vírus linfotrópico humano (HTLV-1), pacientes transplantados e em 

uso frequente de glicocorticoides a infecção pode ser fatal, devido à hiperinfecção e 

disseminação da doença (KEISER; NUTMAN, 2004). O uso crônico de álcool tem sido 

associado com elevada carga parasitária na infecção por S. stercoralis (SILVA, 2014)e maior 

predisposição às formas mais graves da doença (LASHOF et al., 2007; TEIXEIRA et al., 

2010). Como também está associado às alterações do perfil lipídico (SOZIO; CRABB, 2008). 

O consumo regular de álcool de maneira moderada eleva as concentrações da paraoxonase 

(PON1) e sua atividade (HENDRIKS et al., 1998; VAN DER GAAG et al., 1999; 

SIERKSMA et al., 2004) além de também elevar significativamente as concentrações de 

colesterol HDL (HDL-C), Apo AI e AII (SILVA et al., 2000).No entanto, em alcoolistas 

crônicos com cirrose hepática, a atividade de PON1 e HDL- C é reduzida (SABESIN et al., 

1977; RAO et al., 2003; MARSILLACH et al., 2007; KEDAGE et al., 2010).  

Em doenças infecciosas e parasitárias tem sido demonstradas alterações do perfil 

lipídico (FERNÁNDEZ-MIRANDA et al., 1998; FESSEL; FOLLANSBEE; REGO, 2002), 

como também a redução da atividade da PON1(FARID et al., 2009). 

  Infecção experimental de ratos com o nematódeo Nippostrongylus brasiliensis 

demonstrou elevação dos triglicérides, do colesterol e da relação LDL/VLDL e baixas 

concentrações de HDL circulantes, coincidindo com a máxima redução da atividade da 

PON1(FARID et al., 2009). Estas alterações metabólicas induzidas por ingestão de álcool ou 

por infecção por S. stercoralis podem ser modificadas quando coexiste a associação entre 

infecção parasitária e alcoolismo.A maioria dos pacientes alcoolistas, que não estão com 

imunossupressão, apresenta uma produção elevada de citocinas pró- inflamatórias 

(VICENTE-GUTIÉRREZ et al., 1991; DE WIT et al., 2010)e frente à infecção por S. 
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stercoralis, que tem como principal mecanismo de defesa as células Th2, provavelmente 

ocorre uma resposta imunorregulatória que leva ao agravo ou resolução da infecção e também  

a possível modulação da  atividade da paraoxonase e modificação do  perfil lipídico, 

entretanto, este tema   ainda carece de   investigação.  

Um diagnóstico confiável da estrongiloidíase é particularmente importante para os 

pacientes de áreas endêmicas, principalmente nos grupos de maior risco de desenvolver a 

estrongiloidíase grave. A pesquisa das larvas nas fezes, utilizando o método de Baermann-

Moraes ainda, é o método mais utilizado para o diagnóstico da infecção. No entanto, a 

liberação das larvas de maneira intermitente torna este método pouco sensível (DE 

KAMINSKY, 1993). Alguns estudos têm demonstrado que o cultivo em placas de agar é o 

método parasitológico mais eficaz para detecção das larvas do S. stercoralis em amostras 

fecais (ARAKAKI et al., 1990; KOGA et al., 1991; KOGA; KASUYA; OHTOMO, 1992; 

INÊS et al., 2011). Porém, este também depende da liberação das larvas, o que nem sempre 

coincide com a realização dos exames (JONGWUTIWES et al., 1999).  A utilização de testes 

sorológicos pode ser uma alternativa, principalmente para o diagnóstico preventivo da 

estrongiloidíase disseminada. No entanto, os métodos imunológicos têm sido pouco utilizados 

devido às dificuldades na produção e padronização de um antígeno capaz de fornecer boa 

reprodutibilidade dos ensaios, além da presença de reações falso-positivas (VAN DOORN et 

al., 2007).  

Para elevar a eficácia do diagnóstico imunológico das parasitoses, têm-se utilizado 

antígenos solúveis excretados/ secretados dos parasitos (ALCÂNTARA-NEVES et al., 2008; 

DEMERDASH et al., 2011; SYKES; MCCARTHY, 2011; VARATHARAJALU et al., 2011). 

Varatharajalu e colaboradores (2011) demonstraram elevação da sensibilidade e 

especificidade dos testes sorológicos quando estes antígenos foram utilizados. Estas 

macromoléculas parecem ter propriedades únicas, apresentando epitopos específicos 

diferentes daqueles encontrados nos extratos totais, podendo conferir alta especificidade para 

o diagnóstico da estrongiloidíase. Uma vantagem de uso destasmacromoléculas liberadas 

espontaneamente no meio de cultura decorre do fato de serem obtidas facilmente, sem 

necessidade de técnicas automatizadas.Considerando a relativa escassez de estudos 

envolvendo proteínas provenientes de antígenos secretadas /excretadas e de antígenos brutos 

de Strongyloides, o presente trabalho visa contribuir com a caracterização proteoma e 

secretoma de Strongyloides stercoralis e Strongyloides venezuelensis paraposteriores testes de 

diagnóstico e/ou estudo de imunomodulação. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. O PARASITO 

O Strongyloides stercoralis é o principal agente etiológico da estrongiloidíase humana. 

O ciclo vital inicia-se quando as larvas filarióides (L3), em contato com a pele ou mucosa, 

após deglutição de alimentos contaminados, secretam metaloproteases que auxiliam na 

penetração e na migração das larvas pelos tecidos, atingindo os pequenos vasos, sendo 

levadas pela circulação venosa até o pulmão. Ao ganhar a circulação sistêmica, as larvas che-

gam até os capilares alveolares, adentram os alvéolos, glote, bronquíolos, onde os 

movimentos do epitélio ciliado promovem seu transporte passivo junto com as secreções 

brônquicas, até a traqueia e a laringe (NEVES et al., 2011). Durante essa migração, ocorre 

uma muda para o estágio L4. Posteriormente, são deglutidas e atingem o trato gastrintestinal 

alojando-se na mucosa intestinal, particularmente no duodeno, mergulhadas nas glândulas de 

Lieberkuhn e na porção superior do jejuno, onde se transformam em fêmeas partenogenéticas 

e iniciam a oviposição dando origem às larvas rabditóides (CONCHA; HARRINGTON; 

ROGERS, 2005; BENINCASA et al., 2007). Vale ressaltar, que três a quatro semanas após a 

penetração das formas infectantes, o hospedeiro começa a eliminar as larvas (CARVALHO 

FILHO, 1978; SUDRÉ et al., 2006). A maioria das larvas rabditóides nos estágios, L1 e L2, 

são eliminadas nas fezes e algumas delas sofrem uma segunda ecdise antes de serem 

expelidas, ou seja, tornam-se filarióides infectantes, ainda no intestino grosso do hospedeiro 

penetram na mucosa do cólon e reiniciam o ciclo. As larvas rabditóides eliminadas nas fezes 

podem evoluir para larvas infectantes (filarióides) no solo ou transformar-se em vermes 

machos ou fêmeas de vida livre (REY, 2001; BENINCASA et al., 2007). A ocorrência dos 

dois ciclos evolutivos pode ser explicada devido à constituição genética das fêmeas 

partenogenéticas, que são triplóides (3n) e produzem simultaneamente três tipos de ovos, que 

dão origem a três tipos de larvas rabditóides, que de acordo com sua constituição 

cromossômica podem originar machos (1 n) ou fêmeas (2n) de vida livre, ou larvas filarióides 

infectantes (3n) (SHIWAKU et al., 1988; NEVES et al., 2011). 

Vários são os mecanismos de transmissão da estrongiloidíase, sendo que o mais 

comum é a heteroinfecção, em que ocorre penetração das larvas filarióides pela pele dos pés, 

mãos, região interdigital e nádegas, atingindo a derme, circulação linfática e sanguínea. Pode 

ocorrer também a infecção através da ingestão de água e alimentos contaminados com as 
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larvas filarióides. A autoinfecção é outra forma de transmissão, podendo ser externa 

(decorrente da transformação de larvas rabditóides em filarióides infectantes, na região anal e 

perianal seguido de penetração na mucosa retal, com invasão da rede venosa e ciclo 

pulmonar) ou interna, quando as condições locais do intestino propiciam a evolução do 

parasito na luz do intestino com invasão direta das larvas pela mucosa (BRASITUS et al., 

1980; CHACÍN BONILLA, 1991). A autoinfecção é a principal responsável pela manutenção 

da doença, levando ao desenvolvimento das formas graves, como os casos de hiperinfecção e 

da estrongiloidíase disseminada (GENTA, 1992; LEMOS et al., 2003). As características 

morfológicas e morfométricas das formas parasitárias do S. stercoralis, são padrões 

importantes para definição do diagnóstico. Os ovos apresentam uma casca fina, medem de 50-

58 µm de comprimento por 30-34 µm de largura e em seu interior são encontradas as larvas de 

primeiro estágio (larvas rabditóides). Como as larvas eclodem muito rapidamente, é muito 

difícil encontrar ovos nas fezes de um indivíduo parasitado (MORAES, 1948; GROVE, 

1995). As larvas rabditóides, medem aproximadamente de 385,01 ± 50,32 µm de 

comprimento por 21,12 ± 4,31 µm de largura. O esôfago rabditóide, estrutura que dá nome a 

larva, é dividido em três partes: corpo, istmo e bulbo e ocupa 25 % do comprimento total do 

corpo. Apresenta vestíbulo bucal curto e o primórdio genital evidente e extremidade posterior 

(cauda) que termina abruptamente (TEIXEIRA; SAMPAIO, 1997; CIMERMAN; 

CIMERMAN, 2005). As larvas filarióides (L3) são originadas da diferenciação das larvas do 

segundo estádio. Têm em média 505,53 ± 35,82 µm de comprimento por 15,52 ± 2,78 µm de 

largura. São larvas mais finas e compridas do que as larvas rabditoides (L1). O esôfago é 

retilíneo e ocupa cerca de 40 a 45% do tamanho da larva. A cauda apresenta a terminação 

bífida, conhecida como cauda entalhada (CIMERMAN; CIMERMAN, 2005; DOS SANTOS 

et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2010). 

2.2. EPIDEMIOLOGIA 

As parasitoses são causas relevantes de agravo à saúde em países subdesenvolvidos e 

em desenvolvimento, principalmente onde as condições sócio-econômicas e culturais 

permitem a manutenção e disseminação dos parasitos (LUDWIG et al., 1999; DE CARLI, 

2001). A estrongiloidíase é uma doença parasitária, causada pelo nematoide intestinal 

Strongyloides stercoralis, com distribuição mundial heterogênea, sendo a prevalência 

relativamente comum em regiões tropicais e subtropicais (KOBAYASHI et al., 1995; SATO et 

al., 1995). Nos trópicos, a doença acomete principalmente as crianças, pelo frequente contato 
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com solos contaminados (GROVE, 1995), enquanto que em países de clima temperadoa 

infecção prevalece em trabalhadores do campo (RONAN et al., 1989). Em um estudo 

realizado na Espanha com 250 trabalhadores rurais, a prevalência encontrada foi de 12,4 % 

(ABRESCIA et al., 2009);No Brasil, existem vários estudos avaliando a prevalência da 

estrongiloidíase, que podem sofrer variações de acordo com as diferentes regiões, populações 

e métodos utilizados no diagnóstico parasitológico (DE PAULA et al., 2000; MINÉ, 2009). 

Em Concórdia, Santa Catarina, no período de 2000 a 2002, a análise de 9024 amostras de 

fezes demonstrou uma frequência variando de 17,6% a 28,3% (MARQUES et al., 2005). No 

Amazonas, alguns estudos mostram uma prevalência de 6,25% em crianças com idade de 6 a 

10 anos e de 9% um uma população ribeirinha de idosos (TAVARES, 2000; HURTADO-

GUERRERO; ALENCAR; HURTADO-GUERRERO, 2005). Em Uberlândia, MG, um estudo 

com crianças menores de sete anos demonstrou 13% de infecção, sendo que a maioria dos 

casos (71,8%) foi confirmada somente após análise da segunda e terceira amostra 

(MACHADO; COSTA-CRUZ, 1998). Em São José da Bela Vista, SP, houve ocorrência de 

8,3% em trabalhadores rurais (TAVARES DIAS; GRANDINI, 1999). Na Bahia, a prevalência 

do S. stercoralis em pacientes atendidos pelo Sistema Único de Saúde foi de 4,6%, sendo 7,7 

vezes maior do que a dos pacientes atendidos pelo sistema privado, que foi de 0,6% 

(SANTOS; SANTOS; SOARES, 2008). Nos últimos anos a associação entre o S. stercoralis, 

doenças virais ou outras morbidades que deprimem o sistema imune tem se tornado bastante 

frequente. Pacientes portadores de HIV apresentam uma variação da prevalência de 2,5 a 

21,9% (CIMERMAN et al., 2002, 2006; DA SILVA et al., 2005). Em São Paulo, a frequência 

de Strongyloides stercoralis em pacientes portadores de HTLV-1 foi de 12%. Na Bahia, um 

estudo realizado com pacientes portadores HTLV-1, atendidos no ambulatório do Hospital 

Professor Edgar Santos, Universidade Federal da Bahia, demonstrou uma prevalência de 

15,7% (CHIEFFI et al., 2000; CARVALHO; PORTO, 2004). Em pacientes em uso de 

corticóides e com doenças neoplásicas a prevalência atinge de 0,84% a 9,1%, dependendo do 

grau de exposição e outros fatores que favorecem a infecção (GRAEFF-TEIXEIRA et al., 

1997; BITTENCOURT et al., 2001; CHEBLI et al., 2006; MACHADO et al., 2008). Em 

pacientes alcoolistas principalmente cirróticos, a infecção pelo S. stercoralis é bastante 

elevada , podendo sofrer variações  de 40 a 44% (GABURRI et al., 1996; OLIVEIRA et al., 

2002). Em Salvador, BA, a frequência de Strongyloides stercoralis foi de 23% em pacientes 

alcoolistas internados no Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), 

Salvador, Bahia (SILVA, 2014).  
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2.3. PATOGENIA 

Os pacientes infectados com o S. stercoralis geralmenteapresentam as formas aguda e 

crônica da doença, sendo que a maioria desenvolve a forma crônica, que cursa de maneira 

assintomática ou oligossintomática. Na forma aguda, as manifestações clínicas são 

decorrentes da penetração das larvas filarióides infectantes na pele e da sua migração pelos 

tecidos, auxiliadas pela ação das metaloproteases, que atuam como um importante fator de 

virulência (CONCHA; HARRINGTON; ROGERS, 2005; MARUYAMA et al., 2006). Dentre 

as manifestações dermatológicas mais frequentes podem ser observadas prurido, urticária e 

erupção eritêmato-papulosa na região inferior do tronco, coxas e nádegas, conhecida como 

larva currens (DEVAULT et al., 1990; GORDON et al., 1994; KÁROLYI; ERÖS; KRISTON, 

1999). Além disso, outras manifestações como febre, tosse não produtiva, artralgia e cefaléia, 

podem ocorrer (PORTO et al., 2002). A forma crônica da estrongiloidíase pode variar desde a 

forma leve, moderada ou grave. A forma leve, geralmente é assintomática, enquanto a 

moderada e grave, apresentam manifestações gastrointestinais, como dor abdominal, vômitos 

intermitentes, anorexia, diarreia e constipação intestinal (BRASITUS et al., 1980; RONAN et 

al., 1989; CONCHA; HARRINGTON; ROGERS, 2005; VADLAMUDI; CHI; 

KRISHNASWAMY, 2006). Estas manifestações começam cerca de duas semanas após a 

infecção e três ou quatro semanas depois as larvas são encontradas nas fezes (CARVALHO 

FILHO, 1978). O intenso parasitismo intestinal pode causar lesões mecânicas, com 

espessamento da parede intestinal, secundária à resposta inflamatória, podendo causar atrofia, 

ulcerações e consequentemente má absorção e diarreia. Este quadro pode evoluir para 

enteropatia perdedora de proteína, hipocalemia e outros distúrbios hidroeletrolíticos (HO et 

al., 1997; CHU; CHIOU, 2006; ZHENG et al., 2007). A auto-infecção interna pode levar ao 

desenvolvimento de quadros graves como a hiperinfecção e disseminação da doença. Isso 

ocorre devido à evolução das larvas rabditóides para larvas filarióides infectantes, ainda na 

luz intestinal. Desta forma, vários órgãos como os pulmões, o fígado, o coração, o apêndice e 

o sistema nervoso central (SNC) podem ser invadidos pelo parasito, agravando o quadro 

clínico e levando muitos pacientes à morte (ERICSSON et al., 2001; KEISER; NUTMAN, 

2004; VADLAMUDI; CHI; KRISHNASWAMY, 2006). Em torno de 15% a 80% dos 

pacientes com hiperinfecção por S. stercoralis e disseminação do parasito vão a óbito, 

provavelmente associado ao diagnóstico tardio (LAM et al., 2006; VADLAMUDI; CHI; 

KRISHNASWAMY, 2006). Na auto-infecção as larvas estão confinadas nos órgãos 

geralmente envolvidos no ciclo pulmonar (ou seja, trato gastrointestinal, peritônio e pulmões), 
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embora a septicemia causada por bactérias entéricas possa ocorrer, uma vez que as larvas 

filarióides transportam bactérias intestinais para a circulação, através das ulcerações 

intestinais.  Quando ocorre um desequilíbrio na relação parasito-hospedeiro, o que geralmente 

acontece em pacientes imunocomprometidos, os pacientes podem desenvolver um quadro de 

hiperinfecção, observando-se um número aumentado de larvas nas fezes e / ou escarro, com 

presença de larvas filarióides (HUSNI et al., 1996; DE BONA; BASSO, 2008; TEIXEIRA et 

al., 2010; SOUZA et al., 2014). Os pacientes apresentam sintomas que podem variar da forma 

aguda a insidiosa, acompanhada de fadiga, mal estar, fraqueza e dores no corpo (ERICSSON 

et al., 2001;THOMAS; COSTELLO, 1998;VANDEBOSCH et al., 2008;WURTZ et al., 

1994). Possivelmente, a ocorrência destes sintomas se deve ao hematofagismo do parasito, as 

úlceras hemorrágicas e a inflamação da mucosa intestinal.  

A infecção disseminada é o termo usado para se referir a migração das larvas para 

outros órgãos, além daqueles do alcance do ciclo pulmonar, e implica em uma maior 

gravidade da doença. No entanto, muitos casos de hiperinfecção, mesmo não sendo detectadas 

larvas fora da via pulmonar, podem ser fatais (GENTA, 1989; LIN; KESSIMIAN; BENDITT, 

1995; LAI et al., 2002). Na infecção disseminada, as manifestações clínicas variam a 

depender dos órgãos acometidos. Geralmente os sintomas respiratórios estão presentes e se 

manifestam como tosse, sibilos, rouquidão, dor torácica, hemoptise, palpitação atrial, 

fibrilação, dispneia até colapso respiratório. Também são relatados casos de esofagite, 

gastrite, duodenite, jejunite, colite, além de colite pseudomembranosa e septicemia bacteriana 

(ERICSSON et al., 2001; KEISER; NUTMAN, 2004; SUAREZ; SÁNCHEZ, 2006). 

Em infecções humanas, as células do tipo Th2, os anticorpos da classe IgE, IgA e IgG4  

contribuem para resolução da infecção pelo S. stercoralis(ATKINS et al., 1999). A IgE se liga 

aos receptores das células efetoras, especialmente aos mastócitos e aos  basófilos 

consequentemente induzem a degranulação e liberação de mediadores da inflamação, com 

expulsão e morte do helminto. Os anticorpos da classe IgA reduzem a fecundidade do verme e 

a viabilidade de ovos, diminuindo a reprodução das larvas (ATKINS et al., 1999). Por sua vez, 

a interleucina 4 (IL-4) modula a produção de classes de imunoglobulinas pelas células B 

ativadas, resultando na maior liberação de IgE e IgG4. Além disso, a IL-4 e a IL-13 estimulam 

a produção do fluido intestinal, contribuindo também para eliminação do parasito. Por outro 

lado, IgG4 bloqueia a ligação da  IgE na superfície dos mastócitos e dos basófilos, modulando 

a resposta efetora da IgE (ATKINS et al., 1999; MOTA-FERREIRA et al., 2009). Nos casos 
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de co-infecção pelo S. stercoralis e o vírus HTLV-1, ocorre um decréscimo da secreção das 

citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e da IgE específica. Com a persistência da infecção pelo HTLV-1, 

uma elevada expressão do IFN-γ e das citocinas produzidas pelas células do tipo T 

regulatórias (Treg), como o fator de necrose tumoral (TGF beta) e da IL-10, modulam 

negativamente a resposta Th2, favorecendo a susceptibilidade à infecção pelo S. stercoralis e 

possível disseminação da doença (PORTO et al., 2001, 2002; CARVALHO; PORTO, 2004; 

KEISER; NUTMAN, 2004; BELKAID, 2007). Na década de 80, a infecção pelo HIV (vírus 

da imunodeficiência humana) associada àhiperinfecção pelo S. stercoralis era considerada 

uma doença oportunista (WHO, 1986). Atualmente, muitos trabalhos demonstram que a 

susceptibilidade à infecção destes pacientes não difere de outros grupos estudados (FEITOSA 

et al., 2001; KEISER; NUTMAN, 2004). Na infecção pelo HIV, observa-se uma progressiva 

alteração do sistema imunológico, com destruição das células TCD4+, pelo efeito citopático 

do vírus, ou ainda, pela citotoxicidade mediada pela célula TCD8+. Desta forma, a 

diminuição quantitativa do número e a alteração da função das células TCD4+ levam a uma 

redução da produção das citocinas do tipo Th1, como a IL-2, IFN-γ e TNF (LESSNAU; CAN; 

TALAVERA, 1993; MACHADO et al., 2004). A maioria dos casos de hiperinfecção 

associada à infecção pelo HIV ocorre em pacientes que receberam previamente esteroides, 

seja como tratamento adjuvante para pneumonia por Pneumocystis carinii (LUCAS, 1990; 

CIRIONI et al., 1996) ou como parte de um esquema quimioterápico para linfoma não-

Hodgkin (DUTCHER et al., 1990). A infecção pelo S. stercoralis em pacientes alcoolistas 

pode levar a um quadro de hiperinfecção, possivelmente pelo efeito do etanol no hospedeiro 

(LÁSZLÓ et al., 2001; CHOUDHRY; LI; CHAUDRY, 2006; TEIXEIRA et al., 2010). 

 

2.4. ALCOOLISMO E ESTRONGILOIDÍASE 

 

O alcoolismo é um problema que afeta bilhões de pessoas em todo o mundo. Segundo 

a Organização Mundial de Saúde (WHO, 2004), estima-se que dois bilhões de pessoas 

consomem álcool e 76,3 milhões apresentam os efeitos nocivos pelo seu uso, o que representa 

um sério problema de saúde pública. No Brasil, segundo o centro brasileiro de informações 

sobre drogas psicotrópicas, o consumo de maneira a causar dependênciaatinge 9,4%  nas 

principais cidades brasileiras (GALDURÓZ; CAETANO, 2004), sendo a principal causa de 

mais de 10 % de toda a morbidade e mortalidade no país(MELONI; LARANJEIRA, 2004). A 
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patogenia do alcoolismo é complexa, traz diversas alterações orgânicas que estão relacionadas 

ao uso crônico do álcool; como o efeito hiperglicemiante, devido à resistência à insulina 

(ROSENGREN; WILHELMSEN; WEDEL, 1988; HOLBROOK; BARRETT-CONNOR; 

WINGARD, 1990; DE LA MONTE; DERDAK; WANDS, 2012), alterações no metabolismo 

lipídico (SOZIO; CRABB, 2008) e da atividade da paraoxonse(VAN DER GAAG et al., 

1999), além das anormalidades hepáticas que variam de moderadas a muito graves.O 

alcoolismo leva a estimulação do eixo hipotálamo-pituitária adrenal (HPA) produzindo níveis 

excessivos de cortisol. Este hormônio da família dos esteroides, produzido pelas glândulas 

suprarrenais, possui função catabólica no metabolismo de lipídeos, das proteínas e 

carboidratos. Além de participar dos mecanismos inflamatórios, o cortisol é essencial para o 

funcionamento do organismo e atua nos receptores de glicocorticoides, presente em quase 

todos os tipos de células (HILGERT, 2004; JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004; CLOW 

et al., 2010). Porém, em elevadas concentrações, o cortisol produz alterações metabólicas, 

hematológicas e da resposta imune (JERRELLS et al., 1990; GARVY et al., 1993; 

GOTTESFELD; ULLRICH, 1995; PRUETT, 2001). Existem evidências oriundas de estudos 

in vitro que demonstram que o cortisol, na presença de insulina, estimula a ação da 

lipoproteína lípase (LPL) no tecido adiposo humano, promovendo a elevação da concentração 

de ácidos graxos livres (AGL) circulantes (OTTOSSON et al., 1994). Vários estudos mostram 

o papel do sistema endócrino na regulação do metabolismo lipídico, principalmente aqueles 

relacionados à síndrome de Cushing, onde é possível verificar hiperlipidemia 

(hipertrigliceridemia) em função da exposição prolongada a concentrações excessivas de 

cortisol (KEULEN; VOORS-PETTE; DE BRUIN, 2001; ANAGNOSTIS et al., 2009). 

Atualmente sabe-se que a hipertrigliceridemia prejudica a ação da lipoproteína de alta 

densidade (HDL) por ação direta da proteína de transferência de ésteres de colesterol (CETP) 

que enriquece a HDL com TG tornando-a alvo da lipase hepática (LH) (LIMA; COUTO, 

2006; VIEIRA et al., 2011; SANTOS et al., 2012), agindo assim diretamente no transporte 

reverso do colesterol e elevando o risco cardiovascular. Embora o consumo regular de álcool 

eleve significativamente as concentrações de colesterol da HDL (HDL-C), Apo AI e AII 

(SILVA et al., 2000), não modifica a taxa fracional de remoção de colesterol (TFR) entre as 

lipoproteínas, e também não altera o tamanho de partícula de HDL. Por outro lado, Park e 

colaboradores (2012) corroboram os achados benéficos do consumo regular do álcool, mas 

não mostram os efeitos do uso abusivo do mesmo (PARK; KIM, 2012).  Um possível 

mecanismo de redução da atividade da PON1 pode estar relacionado com a elevação das 

citocinas proinflamatórias regulando a atividade da PON1 circulante, através da sua supressão 
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da produção hepática (FEINGOLD et al., 1998). Sua atividade previne a formação de LDL 

oxidada, inativa fosfolipídios oxidados e possui efeito anti-inflamatório sobre macrófago 

(MACKNESS; MACKNESS, 2010). O uso excessivo de álcool também tem efeito deletério 

na resposta imune, altera tanto a imunidade humoral como a celular, resultando em um estado 

de imunossupressão e consequentemente maior suscetibilidade às infecções por vários 

patógenos,além disso o álcool também estimula a produção de cortisol endógeno e pela sua 

similaridade com a ecdisona, hormônio produzido pela fêmea do S. stercoralis, favorece a 

transformação das larvas rabditoides em filarioides infectantes, possivelmente induzindo a 

autoinfecção e consequentemente a hiperinfecção (GENTA, 1992; KOTHARY; MUSKIE; 

MATHUR, 1999; REY, 2001). Embora vários tipos de células que são afetadas pelo álcool, 

incluindo neutrófilos, monócitos, macrófagos, o efeito nos linfócitos T é o maior fator que 

contribui para a imunossupressão (GLASSMAN; BENNETT; RANDALL, 1985; BAGASRA 

et al., 1987). A interleucina- 2 (IL-2) uma citocina que tem papel crucial no crescimento e 

diferenciação das células T efetoras (BACHMANN; OXENIUS, 2007; MALEK et al., 2008), 

tem sua produção suprimida em pacientes alcoolistas, resultando em baixos níveis circulantes 

(VICENTE-GUTIÉRREZ et al., 1991). Geralmente a expressão das citocinas pro- 

inflamatórias, como a interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-1 

(IL-1) estão alteradas.Na ingestão crônica de álcool, os metabólitos de corticosteroides 

estimulam a produção de IL-18, também uma citocina pro-inflamatória, responsável pela 

ativação de neutrófilos, quimiocinas e moléculas de adesão, que contribui para o aumento da 

permeabilidade, infiltrado celular e dano tecidual (LI et al., 2006). 

 No alcoolismo crônico, associado a alterações hepáticas, o número de linfócitos está 

aumentado e o tipo de infiltrado celular determina a natureza da inflamação. Existe uma 

predominância de citocinas produzidas pelas células T CD4+ do tipo 1 (Th1), caracterizada 

pela elevação de TNF e INF-γ (TIEGS, 2007). A produção de TNF não regulada pela baixa 

produção de IL-10 permite os efeitos nocivos quando o TNF é produzido em excessivas 

concentrações (LE MOINE et al., 1995). De Wit et al. (2010) demonstram uma elevação dos 

níveis de IL-10 e níveis normais de citocinas pro-inflamatórias circulantes em pacientes com 

desordens alcoólicas com elevados níveis de cortisol,possivelmente, estas diferenças estão 

relacionadas aos diferentes estados de gravidade dos pacientes. 

O álcool altera a morfologia das vilosidades intestinais e pode interferir na 

permeabilidade e na motilidade intestinal, favorecendo a permanência do bolo fecal e a 

transformação das larvas rabditoides em filarioides, elevando o risco de autoinfecção pelo S. 

stercoralis(WEGENER et al., 1991; ADDOLORATO et al., 1997).  
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Na infecção por S. stercoralis, predomina a resposta imunológica controlada por 

linfócitos T CD4+ do tipo 2 (Th2), que secretam principalmente as interleucinas IL-4, IL-5, 

IL-9, e IL-13 (MOSMANN; COFFMAN, 1989) essenciais na prevenção e controle da 

estrongiloidíase. Os pacientes apresentam eosinofilia, elevação dos níveis séricos de IgE, 

IgG1, IgG4 e de mastócitos (ALLEN; MAIZELS, 1996; FINKELMAN et al., 1997). Uma 

resposta Th1 não controlada pelas células do tipo T regulatórias (Treg), com produção de 

TGF-β e da IL-10, induz a supressão da resposta Th2 favorecendo a  permanência da infecção 

pelo S. stercoralis, o que ocorre geralmente em pacientes coinfectados com S. stercoralis com 

HTLV (PORTO et al., 2001, 2002; CARVALHO; PORTO, 2004; KEISER; NUTMAN, 2004; 

MAIZELS; BALIC, 2004; BELKAID, 2007). Pacientes alcoolistas, numa fase em que a 

imunossupressão ainda não atingiu o organismo, apresenta uma produção elevada de citocinas 

pró- inflamatórias e esta elevação frente à infecção por S. stercoralis, que tem como principal 

mecanismo de defesa as células Th2, provavelmente contribuem para agravar a 

estrongiloidíase. No entanto, o resultado deste balanço imunorregulatório demanda de 

investigação, principalmente porque a infecção por S. stercoralis e uso abusivo de álcool é 

comum entre as populações mais carentes no Brasil e até o momento não existem estudos 

voltados para responder estas questões. 

 

 

2.5. PERFIL LIPÍDICO NAS INFECÇÕES PARASITÁRIAS 

 

Vários estudos têm demonstrado alterações do perfil lipídico nas doenças infecciosas e 

parasitárias: Na síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA), os níveis de triglicerídeos 

séricos estão elevados, enquanto os da lipoproteína de alta densidade (HDL) diminuídos 

(FERNÁNDEZ-MIRANDA et al., 1998; FESSEL; FOLLANSBEE; REGO, 2002); Na 

esquistossomose mansônica a concentração plasmática de colesterol total encontra-se 

diminuída, bem como os níveis de triglicerídeos (RAMOS et al., 2004); Na leishmaniose 

canina, elevadas concentrações de triglicerídeos e baixos níveis de HDL foram encontrados 

em soros de cães infectados com L.infantum/L. chagasi (NIETO et al., 1992);Empacientes 

com Leishmaniose Visceral Americana (LVA),os níveis de triglicerídeos elevados e os níveis 

de colesterol total, principalmente da fração de HDL estão reduzidos(BEKAERT et al., 1989; 

LIBEROPOULOS et al., 2002). 

Soares e colaboradores (2010) demonstraram que os níveis de HDL nos pacientes com 
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leishmaniose visceral é aproximadamente 6 vezes menor que nos indivíduos aparentemente 

sadios. Pacientes infectados com Plasmodium apresentam na fase aguda redução dos níveis de 

HDL e LDL e um aumento moderado dos níveis de triglicérides (NILSSON-EHLE; 

NILSSON-EHLE, 1990). Em áreas endêmicas para a malária, os níveis de colesterol, 

triglicérides, HDLc e LDLc foram reduzidos em crianças infectadas com P. falciparum 

(BAPTISTA et al., 1996).  

Estudo experimental com ratos infectados com o nematódeo Nippostrongylus 

brasiliensis demonstrou uma elevação dos níveis de triglicérides e do colesterol e da relação 

LDL/VLDL, como também baixas concentrações de HDL circulantes, coincidindo com a 

máxima redução da atividade da paraoxonase -1 (PON1) (FARID et al., 2010). 

Na infecção humana com ancilostomídeos, S. stercoralis, Trichuris trichiura foi 

demonstrado que os níveis de lipídios séricos estavam diminuídos, observando-se uma 

correlação inversa entre a excreção de ovos e os níveis de HDL (WIEDERMANN et al., 

1991; BANSAL; BHATTI; SEHGAL, 2005). 

Vários mecanismos têm sido atribuídos à alteração do perfil lipídico nas doenças 

parasitárias, como acúmulo de lipoproteínas ricas em triglicerídeos que pode ser resultante da 

deficiência da atividade das enzimas hepáticas como a lecitina-colesterol-aciltransferase 

(LCAT) e lipoproteína lípase (LPL).  A LCAT, sintetizada pelos hepatócitos, atua catalisando 

a esterificação do colesterol na superfície da HDL, promovendo o efluxo de colesterol dos 

tecidos periféricos (JONAS, 2000). Deficiências nos níveis desta enzima podem levar ao 

acúmulo de colesterol e ésteres de colesterol nos tecidos, além de causar alterações de ordem 

estrutural e funcional nas lipoproteínas (LISCUM; MUNN, 1999; JONAS, 2000). Um dos 

ativadores da LCAT é a apolipoproteína A, principal componente da HDL, sintetizada no 

fígado e intestino. Os pacientes parasitados, com alterações hepáticas, possuem níveis muito 

baixos da apolipoproteína A e, possivelmente, ocorre a inatividade da LCAT. Como também, a 

irritação inflamatória tóxica do intestino pela presença de helmintos pode alterar este mesmo 

mecanismo, diminuindo a produção de HDL (WIEDERMANN et al., 1991). Outra possível 

causa desta desordem está relacionada à redução da LPL (BEISIEGEL, 1996). Um 

desequilíbrio nesta enzima promove o acúmulo dos níveis de quilomícrons e VLDL, devido à 

redução do catabolismo das mesmas (NEUGER et al., 2001).As concentrações plasmáticas de 

HDL variam inversamente com as concentrações de triglicérides e diretamente com a 

atividade da LPL. Em 1980, Rouzer C. A and Cerami realizaram estudos em ratos infectados 
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com Trypanosoma brucei e demonstraram que o aumento dos níveis séricos de triglicerídeos 

estava relacionado a diminuição ou falta da atividade destas enzimas (ROUZER; CERAMI, 

1980). Além disso, a inibição da síntese da apoliproteína A está relacionada com a elevação de 

citocinas pró-inflamatórias, principalmente IL-6, que pode estimular processos inflamatórios 

(VOLP et al., 2008; ZEMEL et al., 2010). 

Considerando os indivíduosalcoolistas, onde a elevação do cortisol endógeno leva a 

mudanças do metabolismo lipídico, estes fatores associados devem ser observados em 

pacientes infectados com S.stercoralisvisando prevenir complicações graves nosmesmos. 

 

2.6. PARAOXONASE 

 

Compreender a correlação entre a infecção, inflamação e estresse oxidativo em várias 

doenças, incluindo aterosclerose, despertou o interesse de muitos pesquisadores quando 

surgiram evidências de que a enzima paraoxonase possuía capacidade de proteger a 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) contra modificações oxidativas, bem como poderia 

reduzir a formação de células espumosas pelos macrófagos e prevenir o desenvolvimento da 

aterosclerose (FUHRMAN; PARTOUSH; AVIRAM, 2004). Os mecanismos envolvidos são 

estritamente regulados e interconectados a fim de manter a homeostase oxidativa nas células e 

tecidos.  

Nos humanos, os genes da PON compartilham 79 a 90% e 81 a 91% de similaridade 

em aminoácidos e em nucleotídeos, respectivamente (PRIMO-PARMO et al., 1996; 

BORIGHT et al., 1998; MACKNESS; MACKNESS; DURRINGTON, 2002)e acredita-se que 

as identidades entre eles são devido a derivação de um precursor evolucionário comum 

(SORENSON et al., 1995; PRIMO-PARMO et al., 1996). As PONs têm diferentes 

distribuições em células e tecidos, bem como diferentes mecanismos reguladores, sugerindo, 

distintos papéis fisiológicos para cada uma delas. A PON1 é o membro mais estudado da 

família e grande parte da compreensão das enzimas PON é derivada principalmente de 

estudos com essa isoforma(SORENSON et al., 1995; PRIMO-PARMO et al., 1996). 

A atividade da enzima PON1 está presente no soro, em eritrócitos e em outras células. 

O tecido hepático, além de concentrar parte desta atividade, representa a fonte primária da 

enzima encontrada no plasma (MACKNESS, 1989; COSTA et al., 2003; DRAGANOV et al., 

2005). 

A PON tem a capacidade de hidrolisar paraoxon por isso é empregado o termo 
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atividade da PON1. A PON1 circula na corrente sanguínea e encontra-se ligada à lipoproteína 

de alta densidade (HDL), através de sua região N-terminal hidrófobica(LA DU, 1996; 

FUHRMAN; VOLKOVA; AVIRAM, 2005; GUPTA; GILL; SINGH, 2009). Na parede da 

artéria, a PON1 inibe a oxidação de LDL prevenindo que a sua oxidação (LDL-ox) induza o 

aumento da produção de proteína 1 quimioatrativa de monócitos (MCP-1) pelas células 

endoteliais (WATSON et al., 1995; MACKNESS et al., 2004).  A LDL-ox favorece a 

formação de células espumosas que leva ao desenvolvimento de placas ateroscleróticas 

(STEINBERG et al., 1989; WITZTUM; STEINBERG, 1991; AVIRAM, 1993). Ratos 

"Knockout" para PON, submetido a uma dieta aterogênica, desenvolvem aterosclerose, pois 

as moléculas de HDL não impedem a oxidação de LDL, demonstrando neste caso a não 

funcionalidade do HDL em relação ao seu potencial antioxidante e anti-inflamatório (SHIH et 

al., 1998). 

A PON1 também aumenta o efluxo de colesterol e inibe a biossíntese de colesterol dos 

macrófagos (ROZENBERG; SHIH; AVIRAM, 2003).  A localização especial de PON1 no 

complexo de HDL levou à especulação de que essa enzima também desempenha um papel 

fisiológico no metabolismo lipídico, confirmada pela capacidade de PON1 hidrolisar 

peróxidos lipídicos, os quais evitam a formação de células espumosas (MACKNESS; 

ARROL; DURRINGTON, 1991). No entanto, Deakin e colaboradores 2011, demonstraram 

que PON1 não é um componente fixo da HDL e pode exercer a sua função fora deste 

ambiente, uma vez que esta pode ser transferida da HDL para a face externa da membrana 

plasmática de células em uma forma enzimaticamente ativa conferindo proteção contra o 

estresse oxidativo (DEAKIN et al., 2011).  

Na resposta contra a infecção parasitária, o estrese oxidativo constitui um fator 

importante na ativação da resposta imune (DOWLING; SIMMONS, 2009) e pode ocorrer 

através das três formas: (1) liberados por células que usam seus efeitos citotóxicos para matar 

o patógeno; (2) ou os oxidantes são subprodutos do consumo de oxigênio e o aumento da 

atividade metabólica durante uma resposta imunitária pode contribuir para a geração de 

oxidantes tóxicos adicionais; (3) Ou ainda, os parasitos podem ser diretamente responsáveis 

pela liberação de oxidantes através da degradação de produtos de seu próprio metabolismo. 

Embora útil, na resposta imune protetora, oxidantes tóxicos têm um efeito potencialmente 

negativo por danificar tecidos e/ou obstruir a função do hospedeiro (VAN DE 

CROMMENACKER et al., 2012). 

Farid e colaboradores (2008; 2009) mostraram que a infecção por Nippostrongylus 

brasiliensis, um nematóide gastrintestinal que infecta ratos e possui um ciclo de vida 
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semelhante aos patógenos humanos Ancylostoma duodenale e Necator americanus(HARCUS 

et al., 2004), reduz a atividade de PON1 sérica em ratos machos. Outro estudo realizado pelo 

mesmo grupo mostrou que a infecção com N. brasiliensis em ratos alimentados com uma 

dieta de alto teor de gordura levou a redução atividade PON1 e um perfil lipídico aterogênico 

(FARID et al., 2010). Os ratos infectados tiveram uma expressão da PON1 hepática reduzida, 

o que é estreitamente correlacionada com a sua atividade (MACKNESS et al., 1996; 

FEINGOLD et al., 1998; THOMÀS-MOYÀ et al., 2007).    

O RNAm da PON1 hepática é regulado negativamente durante a infecção por N. 

brasiliensis em ratos e esta regulação negativa leva a indução de citocinas pró-inflamatórias. 

Estes resultados são consistentes com a observação de um aumento dos níveis séricos de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-6 e TNF) no dia 9 após a infecção com N. brasiliensis 

(FARID et al., 2008). Como também foi observado um aumento dos níveis de parâmetros de 

stress oxidativo (FARID et al., 2010) como resultado de danos contra o parasito através de 

uma reação de defesa inespecífica pelo hospedeiro (CHIUMIENTO; BRUSCHI, 2009). Estes 

resultados são reforçados pela produção de radicais livres e macromoléculas oxidativamente 

danificadas inativando a PON1 (AVIRAM et al., 1999; MIDO et al., 2012). 

Helmy, Mahmoud e Fahmy (2009), demonstraram em estudo com ratos infectados 

com Schistosoma mansoni que a atividade da paraoxonase foi significativamente menor nos 

ratos infectados do que nos controles.   

Com relação a infecção por S.stercoralis e atividade de PON1 ainda não existe estudos 

que demonstrem quais ou qual o papel desta enzima na infecção e ou como pode interferir na 

resposta imune inflamatória. 

 

2.7. DIAGNÓSTICO 

 

O diagnóstico clínico da estrongiloidíase é presuntivo, conduzido pela suspeita clínica 

e epidemiológica, porém os sinais e sintomas são inespecíficos e podem ser confundidos com 

os de outras enteroparasitoses (NEVES et al., 2011). Atualmente, o diagnóstico parasitológico 

é realizado rotineiramente através da pesquisa das larvas em fezes, utilizando o método de 

Baermann-Moraes. No entanto, na maioria dos casos, a carga parasitária é baixa e a 

eliminação das larvas se faz de maneira intermitente, comprometendo a eficácia do 

diagnóstico (LIU; WELLER, 1993). Desta forma, para elevar a sensibilidade do exame 

parasitológico, várias amostras de fezes devem ser analisadas, em dias alternados, por mais de 
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um método de diagnóstico. Um diagnóstico mais eficaz da infecção por S. stercoralis, para os 

pacientes com a imunidade comprometida, pode evitar casos de hiperinfecção e infecção 

disseminada. Vários métodos parasitológicos são utilizados para este fim, como o de 

Baermann-Moraes (MORAES, 1948), os de concentração por sedimentação, a cultura em 

placa de ágar (ARAKAKI et al., 1988) e a cultura em papel de filtro (MARTÍN-RABADÁN 

et al., 1999). Entre os métodos utilizados para pesquisa de larvas o Baermann-Moraes é o 

mais utilizado, apesar de ser menos sensível do que a cultura em placas de agar (CPA) que 

além da finalidade de diagnóstico pode ser utilizada no cultivo das larvas para a produção de 

antígenos, triagem de novos medicamentos in vitro e em cultivo de vermes adultos para 

estudos da organização do parasito (SUDRÉ et al., 2006; INÊS et al., 2011).  Em todos os 

métodos citados, as larvas do S. stercoralis devem ser diferenciadas morfologicamente das 

larvas dos ancilostomídeos através das suas morfologias (VALLADA, 1993). Além dos 

métodos parasitológicos, os métodos sorológicos têm sido utilizados no auxílio ao diagnóstico 

e em estudos epidemiológicos (SATO; TAKARA; OTSURU, 1985; DE KAMINSKY, 1993; 

ERICSSON et al., 2001) e mais recentemente, o diagnóstico molecular tem sido aplicado para 

fins de pesquisas científicas (VERWEIJ et al., 2009). Os métodos imunológicos, utilizados 

para detecção de anticorpos presentes nos soros ou fluídos biológicos proporcionam boas 

indicações para o auxílio ao diagnóstico da estrongiloidíase (DE PAULA et al., 2000; REY, 

2001; SUDRÉ et al., 2007). Destaca-se, também, o emprego em inquéritos epidemiológicos 

por apresentar elevada sensibilidade com relação aos métodos parasitológicos. Dentre os 

métodos sorológicos para detecção de anticorpos anti-S. stercoralis, o mais conveniente e 

utilizado é o ELISA (ensaio imunoenzimático) (VAN DOORN et al., 2007). No entanto, 

devido às dificuldades na produção e padronização de um antígeno com capacidade de 

reprodutibilidade dos ensaios, ainda tem uso limitado (DE PAULA et al., 2000). Outra 

limitação no emprego de ensaios é a presença de reatividade cruzada  com outros helmintos 

(COSTA-CRUZ et al., 2003). Estas reações falso-positivas podem ser causadas por 

estrongiloidíase oculta, infecções passadas, devido à memória imunológica, ou pela presença 

de antígenos semelhantes entre os helmintos (VAN DOORN et al., 2007). Em locais onde a 

infecção é incomum a pesquisa de anticorpos revela resultados mais fidedignos. A realização 

do diagnóstico através da pesquisa de anticorpos da classe IgE diminui consideravelmente as 

reações cruzadas, porém, a sensibilidade do ELISA também decresce (COSTA-CRUZ et al., 

2003). Além disso, na co-infecção do Strongyloides stercoralis com o HTLV-1, a pesquisa de 

IgE específica, na maioria dos pacientes, é negativa. A infecção pelo HTLV-1 suprime a IgE 

específica mudando o curso clínico da estrongiloidíase e interferindo no diagnóstico (PORTO 
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et al., 2001). A técnica de Western blotting pode ser utilizada para confirmar o diagnóstico 

sorológico da estrongiloidíase em casos de testes sorológicos discordantes. Silva e 

colaboradores (2003) demonstraram que 80% dos soros de pacientes com estrongiloidíase 

reconhecem 11 antígenos imunodominantes, utilizando antígeno de Strongyloides ratti, 

capazes de definir o diagnóstico (SILVA et al., 2003). Atkins e colaboradores (1999)  

evidenciaram que o Western blotting pode diagnosticar casos de estrongiloidíase com 

ausência do parasito nas fezes, através da detecção de anticorpos da classe IgA específica. Por 

outo lado uma variabilidade de padrões de moléculas antigênicas, reconhecidas por soro de 

pacientes com S. stercoralis tem sido descrita na literatura. Por exemplo, Sato e colaboradores 

(1990) demonstraram quatro moléculas de pesos moleculares de 97, 66, 41 e 26 KDa. Ravi e 

colaboradores (2002), encontraram uma molécula imunodominante de 38 KDa. Sudré e 

colaboradores (2007) identificaram duas moléculas de 26 e 33 KDa. Como pode ser 

evidenciado, ainda não existe um consenso de padrões moleculares imunodominantes do S. 

stercoralis que possam ser usadas como referência no diagnóstico da estrongiloidíase. Outra 

alternativa de diagnóstico para S. stercoralis é a PCR (reação em cadeia da polimerase) em 

tempo real que é mais sensível e específica que a PCR convencional para a detecção de S. 

stercoralis nas fezes humanas (DE PAULA et al., 2015)podendo facilitar  o conhecimento da 

prevalência real da estrongiloidíase e elevar a sensibilidade do diagnóstico dos pacientes com 

baixa carga parasitária (VERWEIJ et al., 2009). No entanto, quando a infecção crônica cursar 

com baixa carga de larvas, a PCR pode apresentar uma menor sensibilidade (SULTANA et 

al., 2013). Além disso, não é facilmente adaptável para uso onde as instalações laboratoriais 

são muitas vezes limitadas. Estudos recentes têm testado um antígeno recombinante de 31 

kDa de S. stercoralis (denominado NIE) no ELISA e especialmente no método LIPS 

(Luciferase Immuno Precipitation System assay). Os resultados sugerem que essas 

ferramentas são úteis não só para fins de diagnóstico como também para estudos de 

prevalência (KROLEWIECKI et al., 2010; BISOFFI et al., 2014), e para acompanhar os 

pacientes que receberam tratamento contra S. stercoralis, para excluir a persistência de 

infecção (KROLEWIECKI et al., 2010; BUONFRATE et al., 2015). No ELISA, a 

sensibilidade para detecção de IgG anti- S.stercoralis varia de 70% a 76% e a especificidade 

de 90% a 95% (SCHAFFEL et al., 2001; NEWBERRY et al., 2005; INÊS et al., 2013). Por 

outro lado, outros estudos demonstraram sensibilidades e especificidades mais elevadas (DE 

PAULA et al., 2000; VAN DOORN et al., 2007; RAMANATHAN et al., 2008; SILVA, 

2014). Estas diferenças se devem, possivelmente, as diferentes populações estudadas, ao 
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estágio da doença, ou ainda as variações do imunoensaio; como tipo de antígeno, diluições 

dos soros e tipo de anticorpo conjugado (JOHNSTON et al., 2005). 

A maioria dos imunoensaios para diagnóstico da estrongiloidíase utiliza antígenos 

brutos, os quais são de difícil produção, principalmente o de S. stercoralis, pois depende de 

pacientes com hiperinfecção e geralmente os ensaios não alcançam sensibilidade e 

especificidade elevadas. Para elevar a eficácia do diagnóstico imunológico das parasitoses, 

alguns estudos têm utilizado antígenos solúveis excretados/ secretados dos parasitos 

(ALCÂNTARA-NEVES et al., 2008; DEMERDASH et al., 2011; SYKES; MCCARTHY, 

2011). A utilização de exoantígenos liberados pelas larvas filarióides de S.stercoralis, no 

sorodiagnóstico da estrongiloidíase ainda é bastante insipiente e carece de investigação. Estas 

moléculas parecem ter propriedades únicas, apresentando epitopos específicos diferentes 

daqueles encontrados nos extratos totais, podendo conferir alta especificidade para o 

diagnóstico da estrongiloidíase. Uma vantagem de uso das moléculas liberadas 

espontaneamente no meio de cultura decorre do fato de serem obtidas facilmente, sem 

necessidade de técnicas sofisticadas, além disso, podem ser usadas em estudos de 

imunomodulação (SYKES; MCCARTHY, 2011). Estudos realizados com proteínas 

secretadas têm elucidado os diferentes mecanismos de secreção destas proteínas 

(SILVERMAN et al., 2008; NICKEL, 2010).  A via de secreção clássica das células 

eucarióticas envolve o reconhecimento de uma sequência N-terminal das proteínas, resultando 

em seu transporte através da membrana do retículo endoplasmático e liberação para o 

complexo de Golgi (CUERVO et al., 2009). Entretanto, foram identificadas várias proteínas 

secretadas que não apresentam peptídeos sinais, fornecendo evidências para a existência de 

mecanismos não convencionais para secreção das mesmas (STEGMAYER et al., 2005; 

SILVERMAN et al., 2008). 

 

2.8 ABORDAGEM PROTEÔMICA DE Strongyloides 

O proteoma constitui o conjunto de todas as proteínas expressas em uma célula ou 

organismo, em resposta à estímulos internos e externos (WILKINS et al., 1996). O proteoma 

revela o repertório de todas as proteínas codificadas pelo genoma de um organismo (LÓPEZ, 

2007). Uma análise proteômica pode permitir uma descrição detalhada da expressão proteica 

e suas alterações frente a mudanças no microambiente celular (ANDERSON; ANDERSON, 

1998). A abordagem proteômica pode ser através da utilização de métodos clássicos como o 

gel bidimensional que requer quantidades significativas de amostra para variações técnicas 
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que pode interferir no poder de resolução, e não permitir a identificação de componentes 

proteicos de baixa abundância (WEISS; WEILAND; GÖRG, 2009).  Outra estratégia 

denominada de “Shotgun Proteomics” oferece um potencial para identificação em larga escala 

dos constituintes de uma amostra proteica complexa, que se encontra em pequenas 

quantidades (GILMORE; WASHBURN, 2010). Esta abordagem envolve digestão proteica em 

solução, seguido de separação dos peptídeos trípticos por cromatografia de fase reversa, 

acoplada a um espectrômetro de massas operando via ionização por electrospray. O “Shotgun 

Proteomics” tem sido utilizado para elucidação da composição proteica de várias espécies 

(GILMORE; WASHBURN, 2010).  Várias biomoléculas, incluindo proteínas e ou fator 

excretado/secretado de parasito podem contribuir para a sobrevivência e reprodução do 

mesmo, em diferentes hospedeiros(SOBLIK et al., 2011). Recentemente, a composição 

proteica de produtos excretados / secretados de nematoides foi caracterizada em várias 

espécies, utilizando abordagens proteômica com espectrometria de massa. Espécies estudadas 

incluem Brugia malayi (HEWITSON et al., 2008; BENNURU, 2015), Ancylostoma 

caninum(MULVENNA et al., 2009), Strongyloides ratti(SOBLIK et al., 2011), Haemonchus 

contortus(YATSUDA et al., 2003) e Trichinella spiralis(ROBINSON et al., 2007).  

Soblik et al. (2011), realizou um estudo com proteínas excretadas/secretadas do 

Strongyloides ratti nas várias fases parasitárias; larva infectante, parasito fêmea e verme de 

vida livre. Foram identificadas 140 proteínas em todas as fases estudadas, nas larvas 

infectantes foram observadas as proteínas, astacina, metaloproteinase, antígeno L3 Nie, e uma 

proteína de ligação retinóide, enquanto no parasito fêmea foi identificada uma serina prolil 

oligopeptidase e pequenas proteínas de choque térmico. Já no verme de vida livre, foi 

identificado um membro da família de lisozima, enzima que hidrolisa-hidrato de carbono. 

Outro estudo de proteômica de Strongyloides stercoralis identificou somente 26 proteínas, no 

entanto, dentre as proteínas mais abundantes encontradas, a proteína imunorreativa de IgG e 

de IgE e a metaloproteinase foram previamente identificadas em S.stercoralis(MARCILLA et 

al., 2010). A análise proteômica completa de muitos parasitos ainda é dificultada pela 

disponibilidade limitada de informação genômica, embora o projeto do genoma de S. 

stercoralis já tenha sido realizado(MARCILLA et al.2010). Estudos de proteoma de antígeno 

bruto e fator secretado / excretado de larvas filarióides de S.stercoralis e S.venezuelensis 

podem contribuir para a identificação de novos antígenos a serem utilizados para diagnóstico, 

imunomodulação e como alvos vacinais. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Identificar a infecção por S. stercoralis e determinar o perfil lipídico, a atividades da 

Paraoxonase e os níveis de cortisol endógeno nos pacientes alcoolistas, internados no Centro 

de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), pertencente às Obras Sociais Irmã 

Dulce. Além, de realizar o estudo da proteômica de S.stercoralis e de S.venezuelensis.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.2.1 Estudar a frequência da infecção por S. stercoralis através do diagnóstico parasitológico 

e a presença de anticorpos IgG-anti-S. stercoralis empacientes alcoolistas internados no 

Centro de Acolhimento e Tratamento de Alcoolistas (CATA), pertencente às Obras Sociais 

Irmã Dulce; 

3.2.2 Determinar o perfil lipídico, a atividade da paraoxonase (PON1) e a concentração de 

cortisol endógeno nos pacientes alcoolistas e não alcoolistas infectados ou não com 

S.stercoralis; 

 3.2.3 Correlacionar os níveis de cortisol sérico com a infecção por S. stercoralis e com a 

atividade da paraoxonase nestes pacientes;  

3.2.4 Identificar e analisar os constituintes do proteoma e do secretoma (proteoma de fator 

excretado/secretado de S. venezuelensis) e de S.stercoralis por espectrometria de massas; 

3.2.5 Classificar as proteínas “específicas” encontradas nas espécies S.stercoralis e de 

S.venezuelensis(proteoma e secretoma) e identificar as funções destas proteínas 
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4. CAPÍTULO 1: Association between Strongyloides stercoralis infection and cortisol 

secretion in alcoholic patients 
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5. CAPÍTULO 2: Infection by Strongyloides stercoralis changes serum paraoxonase-1 

activity and lipid profile in chronic alcoholic patients 

 
 
Elizabete de Jesus Inêsa, Mônica Lopes Sampaio Silvaa, Joelma Nascimento de Souzaa, Alana 

Alcântara Galvãoc, Neuza Maria Alcântara Nevesc, Márcia Cristina Aquino Teixeiraa, Neci 

Matos Soaresa,∗ 

 

aDepartamento de Análises Clínicas e Toxicológicas, Faculdade de Farmácia, Universidade 

Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brazil 

bCentro de Pesquisa Gonçalo Moniz, Fundação Oswaldo Cruz, Salvador, Bahia, Brazil 

cLaboratório de Alergia e Acarologia, Instituto de Ciências da Saúde, Universidade Federal da 

Bahia, Salvador, Bahia, Brazil 

∗ Corresponding author. Address: Rua Barão de Jeremoabo, s/n Campus Universitário de 

Ondina, Ondina, 40170 115, Salvador, Bahia, Brazil. Tel.: +55 71 32836950; fax: +55 71 

32836919.  

 

E-mail addresses:necisoares@gmail.com, neci@ufba.br (N.M. Soares). 

 

 

 

 



    62 
 

 

Abstract 

This work aimed at investigating the paraoxonase-1 (PON1) activity, cortisol levels and lipid 

profile in sera of alcoholic and nonalcoholic Strongyloides stercoralis-infected and uninfected 

individuals. The activity of PON1 was measured by the Beltowski method and serum 

lipidsand cortisol levels by commercial kits. PON1 activity was low in both alcoholic and 

nonalcoholic individuals infected with S. stercoralis (p < 0.05). A positive correlation was 

observed between PON1 activity and cortisol concentration in alcoholic individuals 

noninfected withS. stercoralis (p < 0.05), whereasa negative correlation occurred in S. 

stercoralis-infected nonalcoholic individuals(p < 0.05). The levels of triglycerides, LDL-C 

and VLDL-C in S. stercoralis-infected alcoholic individuals were significantly lower than in 

uninfected alcoholic individuals (p < 0.05). The higher level of HDL-C and the low level of 

LDL-C, VLDL, triglycerides and PON1 activity in alcoholic patients infected with S. 

stercoralis shows a pattern anti- atherogenic. 

 

Keywords: Alcoholism. Paraoxonase. Cortisol. S. stercoralis. Serum lipids
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5.1 Introduction 

The paraoxonase (PON) gene family includes three members, PON1, PON2 and PON3, 

aligned in tandem on the long arms of chromosomes (q21Æ22). Serum PON1 is 

predominantly synthesized by hepatocytes and released into the circulation associated with 

high-density lipoproteins (HDL). It is involved in a multiple of biological activities, including 

the detoxification of organophosphate and prevention of atherosclerosis. Also, presumably, it 

protects low-density lipoproteins (LDL) against oxidative stress, reducing the formation of 

macrophage foam cells and inactivate LDL-derived oxidized phospholipids (SHIH et al., 

1998; COSTA et al., 2005).  

The PON1 activity have been implicated in thepathogenesis of other inflammatory 

diseases caused by bacteria, viruses, parasites, and excessive alcohol consumption(AVIRAM 

et al., 1999; MARSILLACH et al., 2007; FARID et al., 2008; AKBAS et al., 2010). Farid et 

al. (2009) studying Wistar ratsinfected with Nippostrongylus brasiliensis, observed markedly 

decreases in serum PON1 activity and increased pro-inflammatory cytokines in serum (IL-1, 

IL-6 and TNF-α). Amoderate alcohol consumption is associated with slight increases in serum 

PON1 activity and HDL cholesterol (HDL-C) in normal subjects (HENDRIKS et al., 1998; 

VAN DER GAAG et al., 1999; SIERKSMA et al., 2002; RAO et al., 2003)). However, in 

chronic alcoholics with liver cirrhosis,the PON1 activity and HDL-C is very low (SABESIN 

et al., 1977; RAO et al., 2003; MARSILLACH et al., 2007; KEDAGE et al., 2010). 

High parasite load S. stercoralis infection has been associated with alcoholism(SILVA, 

2014). Possibly, this is due to the effect of ethanol on the hypothalamic pituitary adrenal axis, 

increasing the levels of endogenous corticosteroids, leading to larvae differentiation from 

rhabditoid to filariform infective stage and hyperinfection (OGILVIE et al., 1998; LÁSZLÓ et 

al., 2001; CHOUDHRY; LI; CHAUDRY, 2006; TEIXEIRA et al., 2010). Moreover, some 

studies have demonstrated lipid profile alterations in other parasitic infections (BANSAL; 
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BHATTI; SEHGAL, 2005; SOARES et al., 2010). A decrease in total cholesterol, 

triglycerides and HDL-C was observed in Callithrix jacchus (sagui)infected with Shistosoma 

mansoni(RAMOS et al., 2004) and in guinea pigs infected with Ascarissuum(BIADUŃ, 

1989). Others studies with intestinal worms have shown decreased serum lipid levels (in 

hookworm and Trichurisinfected patients) with a significant inverse correlation between 

worm egg excretion and HDL-C levels in  (WIEDERMANN et al., 1991; BANSAL; 

BHATTI; SEHGAL, 2005).  

The purpose of this study was to investigate PON1 activity, cortisol levels and lipid profile 

in Strongyloides stercoralis-infected and uninfectedalcoholic and nonalcoholic individuals.  

 

5.2 Materials and methods 

5.2.1. Patients and sample details 

The present study was performed from September 2012 to March 2014. A total of 276 

individuals attended by theNationalHealth System in Salvador, Bahia, Brazil,was included in 

this study. All of the subjects included in this study lived at the upcoming neighborhoods, and 

presented similar demographic and socioeconomic characteristics.Samples of venous blood 

were collected from 202 alcoholics (71 S. stercoralis-infected and 131 uninfected individuals) 

and from 74 nonalcoholics (13 S. stercoralis-infectedand 61 uninfected individuals). The 

chronic alcoholicindividuals were voluntarilyhospitalizedforalcoholism treatment (mean age 

of 43.9 ± 9.7), diagnosed according to WHO criteria (F10.2, ICD 10, 2002) and the 

nonalcoholic individuals, apparently healthy, attended at an outpatient service (mean age of 

47.0 ± 13.7). The inclusion criteria were the following: adult males with fecal examination 

and information on the occurrence or not of daily ethanol intake. None of the subjects had 

used corticosteroids or any other immunosuppressive drugs; neither wereinfected with HIV, 

HTLV-1 and hepatic virus. The Committee of Ethics in Research of the Nursing School, 



    65 
 

 

Federal University of Bahia, Brazil, approved this study and a written informed consent for 

participation was assigned from each patient, when the clinical specimens were acquired. 

 

5.2.1 Strongyloidiasis diagnosis 

 

Three fresh fecal samples from each subject were examined on alternate days, by three 

different parasitological methods: spontaneous sedimentation, modified Baermann-Moraes 

and agar plate culture (APC). S. stercoralis larvae from one gram of feces obtained by the 

modified Baermann-Moraes method were quantified under a microscope (400× 

magnification).  

 

5.2.2  Quantification of PON1 activity 

 

All sera samples were stored at -80 °C until measurement of the PON1 activity. Serum 

PON1 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) basal activity was assayed according to 

Beltowski et al. (2005)method with some modifications. Briefly, serum PON1 activity was 

determined by measuring the initial rate of substrate hydrolysis to p-nitrophenol by 

absorbance at 405 nm. The assay mixture contained 5 mM paraoxon (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO), 2 mM CaCl2, and 7 µL of serum in 100 mM Tris–HCl buffer (pH 8.0). The 

production of p-nitrophenol was detected after 5 min in a spectrophotometer (Biotek EL- 800, 

CA, USA). Enzyme activity was measured at 25 °C in duplicate and all results are presented 

in nmol per minute per mL, calculated from the E405 of p-nitrophenol (18.050LM-1 cm-1) and 

expressed in U/mL (1 U of enzyme hydrolysisis equivalent to 1 nmol of paraoxon/min).  

 

5.2.3. Serum cortisol levels  
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 The serum cortisol level was measured by ELISA, following the manufacturer's 

instructions (Cortisol AccuBindTM EIA, Monobind Inc., USA). The blood sampleswere 

collected in the morning between 7:00 and 9:30 a.m.  

 

5.2.4. Lipid profile and hepatic biomarkers  

 

The measurement of HDL cholesterol and triglycerides levelswere performed by 

enzymatic methods using commercialkits (Roche Diagnostics; Mannheim, Germany and 

Pureauto S TG-N; Daiichi Pure Chemicals, Tokyo, Japan, respectively). The serum LDL 

cholesterol (LDL-C) concentration was estimated by using the Friedewald formula 

(FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). Serum alanine aminotransferase, aspartate 

aminotransferase, γ-glutamyltransferase, and bilirubin concentrations were measured by 

standard methods (Beckman-Coulter Fullerton, CA, USA).  

 

5.2.5. Statistical analysis 

 

Statistical analyses were performed using the statistical software Graph Pad 5.0 (San 

Diego, USA). The paraoxonase activity cut-off value was established by the ROC curve 

(receiver operating characteristic) using 29 serum samples from healthy adult individuals and 

59 serum samples from S. stercoralis-infected patients with normal ALT and AST levels. 

Fisher’s exact test was performed for comparison between cortisol levels and paraoxonase 

among alcoholic and non-alcoholicindividuals, calculated with 95% confidence intervals. The 

Spearman correlation test was used to correlate the cortisol levels with PON1 activity in all 

patients groups. Differences were considered statistically significant when p < 0.05. The 

univariate regression analysis was done to relateS. stercoralis infection and alcoholism.  
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5.3 Results 

The PON1 activity was significantly lower in S. stercoralis-infectedpatients, both 

alcoholic and nonalcoholic, thanin alcoholic and nonalcoholic uninfected individuals (p< 

0.05, Table 1). Among the infected patients, the PON1 activity was lower in nonalcoholic 

than in alcoholic patients (p < 0.05). 

The cortisol level was high in alcoholic than in nonalcoholic individuals regardless of 

being infected or not (p> 0.05, Table 1). As shown in Fig. 1, serum PON1 activity had aweak 

positive correlation with cortisol levels in uninfected alcoholic patients (A, r = 0.248, p < 

0.05). By the other hand there was no correlations between serum PON1 activity and cortisol 

levels in infected alcoholic patients (B, r = - 0.01, p>0.05).Moreover, serum PON1 activity in 

nonalcoholic S. stercoralis infected had negative correlation with cortisol levels (C, r = – 

0.602, p < 0.05).AcorrelationofPON1 activity withsera cortisol levels in uninfected 

nonalcoholic individuals was not observed (D, r = - 0.11, p>0.05). 

The triglycerides, LDL-C, and VLDL levels were lower in S. stercoralis-infected than in 

uninfected alcoholic patients (p< 0.05; Table 1). On theother hand, total cholesterol and LDL-

C were higher in S. stercoralis-infected than in uninfected nonalcoholic individuals (p< 0.05; 

Table 1). As shown in Table 1, HDL-C levels in alcoholic patients were higher than in 

nonalcoholic individuals (Table 1, p < 0.05), regardless of beinginfected or not infected (p > 

0.05) 

In those S. stercoralis-infected patients,the liver enzyme levelswere higher in alcoholics 

than in nonalcoholics(p< 0.05). There wereno significant differences in liver enzyme levels 

among the other groups of individualsincluded in this study (Table 1).  
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Table 1.Activity of paraoxonase (PON1), cortisol levels and lipid profile in serum of alcoholic and 
nonalcoholic S. stecoralis-infected and uninfected individuals  

 
 
Parameter 

Alcoholics 
(n = 202) 

 

 

Nonalcoholics 
(n = 74) 

 
 

Infected 
(n = 71) 

 Uninfected 
(n = 131) 

 Infected 
(n = 13) 

 Uninfected 
(n = 61) 

 

 X ± SE  X ± SE p X ± SE  X ± SE p 
PON1 activity U/mL               74.60 ± 6.44****  107.9 ± 5.50 <0.05 18.7 ± 8.74****  118.9 ± 13.91 <0.05 
Cortisol (µg/dL) 28.2 ± 0.76

ε#
  26.3 ± 0.78ѰҨ NS 13.74 ± 2.32εѰ  13.10 ± 1.13 #Ҩ NS 

TC (mg/dL) 181.5 ± 4.71  194.9 ± 3.71§ NS 207.3 ± 10.29  180.5 ± 4.66§ <0.05 
HDL-C (mg/dL) 62.98 ± 2.78*  60.49 ± 1.83§§ NS 47.92 ± 3.54*  45.97 ± 2.25§§ NS 
LDL-C (mg/dL) 98.96 ± 3.75**  110.3 ± 2.99 <0.05 131.7 ± 9.75**  108.2 ± 3.67 <0.05 
VLDL-C (mg/dL) 18.08 ±1.04  22.96 ± 1.04 <0.05 25.24 ± 3.858  24.75 ± 2.09 NS 
TG (mg/dL) 90.32 ± 5.16***  114.7 ± 5.19 <0.05 145.3 ± 26.01***  128.0 ± 11.12 NS 
Creatinine (mg/dL) 0.76 ± 0.02¥  0.80 ± 0.02§§§ NS 0.95 ± 0.03¥  0.89 ± 0.02§§§ NS 
ALT (U/L) 50.00 ± 5.17  46.13 ± 4.15£ NS 33.33 ± 6.02  30.12 ± 2.75£ NS 
AST (U/L) 98.18 ± 9.82¥¥  81.13 ± 6.62££ NS 21.67 ± 1.27¥¥  25.60 ± 2.16££ NS 
GGT (U/L) 224.3 ± 26.37¥¥¥  245.8 ± 23.92£££ NS 36.55 ± 6.98¥¥¥  37.60 ± 3.52£££ NS 
BT (mg/dL) 0.79 ± 0.05  0.76 ± 0.04 NS 0.9000 ± 0.0  0.9000 ± 0.17 NS 
BD (mg/dL) 0.39 ± 0.02  0.38 ± 0.02 NS 0.3000 ± 0.0  0.3143 ± 0.0 NS 
BI (mg/dL) 0.40± 0.03  0.38 ± 0.024 NS 0.6000 ± 0.0  0.49 ± 0.05 NS 

 
Abbreviations: ALT, Alanin amino transferase, TC: Total cholesterol, LDL-C: Low density lipoprotein cholesterol, HDL-C: High density 
lipoprotein-cholesterol, TG: triglyceride, Cr: Creatinine, TC: Total cholesterol, BT: Total bilirubin, BD: direct bilirubin, BI: indirect bilirubin, 
GGT: Gamma-glutamyl transferase, NS: non-significant, p< 0.05 statistically significant, values are expressed as mean ± standard deviation. 
nsymbol - Differences statistically significant betweenalcoholic and nonalcoholic S. stercoralis-infected or uninfected individuals.  
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Fig. 1. Correlations between serum cortisol levels and paraoxonase activity: (A) alcoholic 
patients S. stercoralis uninfected (r = 0.258, p< 0.05) and (B) infected (r = 0.125, p>0.05); (C) 
nonalcoholic S. stercoralisuninfected(r = - 0.010, p> 0.05) and (D) infected patients (r = - 0.601, 
p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

5.4 Discussion 
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PON1 plays an important role in theorganism's antioxidant and anti-inflammatory system. 

It is synthesized by the liver and circulates in the blood bound to high-density lipoprotein. The 

PON1 activity and serum HDL-C of individuals with moderate alcohol consumption 

increasewhile in chronic alcoholism they decrease(VAN DER GAAG et al., 1999, 2001; 

SIERKSMA et al., 2002). 

Our results showed that the PON1 activity was significant lower in S. stercoralis-infected 

patients, regardless ofbeing or not alcoholics.Thisis in agreement with other studies in which 

was observed a decrease in PON1 activity in rats infected with N. brasiliensis or T. 

spiralis(FARID et al., 2008; MIDO et al., 2012). Analysis by binary logistic regression, using 

paraoxonase as outcome and alcoholism and S. stercoralis infection as confounding variable 

showed a positive association between S. stercoralis infection and paraoxonase activity. The 

infection is a risk factor to determine low paraoxonase activity (OR = 2.24; 95% CI = 1.29-

3.89). However, low paraoxonase activity was not associated with alcoholism (crude OR = 

0.90; 95% CI = 0.52-1.56), probably because the alcoholic patients did not yet have an altered 

hepatic function, since the hepatic enzyme levels were only slightly higher than the 

referencevalues, in agreement with other reports (FERRÉ et al., 2003; VINCENT-VIRY et al., 

2003). The mechanisms underlying the observed PON1 activity reduction in parasite infection 

are not completely understood. The inflammatory process and toxic irritation of gut wall may 

stimulate inflammatory cytokines productionthat would reduce both PON1 synthesis and 

PON1 activity. 

Plasma lipid alterations have been demonstrated in some parasitic diseases. On mansonic 

schistosomiasis, the plasmatic concentration of total cholesterol and triglyceride levels were 

found to be decreased (RAMOS et al., 2004). In human visceral leishmaniasis high levels of 

triglycerides and low levels of HDL-C were shown (SOARES et al., 2010). Trichinella 
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spiralis infection increased LDL/VLDL and decreased HDL-C (MIDO et al., 2012). As 

shown herein,an increasein total cholesterol and LDL-C in nonalcoholic individuals infected 

with S. stercoralis was observed.This could be caused by pro-inflammatory cytokines 

released from activated immune cells (neutrophils and macrophages) that would induce high 

levels of serum LDL-C via increased activity of hepatic hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme 

A (HMG-CoA) reductase, which inits turn leads to an increase in hepatic cholesterol synthesis 

and secretion – thus facilitating hepatic lipoprotein secretion (FEINGOLD et al., 1995). On 

the other hand, the HDL-C levels and PON1 activity, both variables associated to anti-

inflammatory mechanisms, werehigher in alcoholicinfected than in nonalcoholic infected 

patients.  

The HDL-C levels were not changed by parasite infection inside the alcoholic and 

nonalcoholic groups. However,alcoholic patientshad highlevelsof HDL-C, and a positive 

association between alcoholism and HDL-C (OR 2.31; 95% CI = 1.14 -4,70; p < 0.05) was 

observed, similar to other studies with patients without hepatic damage (SIERKSMA et al., 

2002; MARSILLACH et al., 2007). The alcohol intake increases HDL-C in a dose-dependent 

fashion, possibly because of an increase in the transport rate of HDL apolipoproteins apo A-I 

and A–II (SILVA et al., 2000). On the other hand,Wu and Cederbaum(2003) have shown that 

a high dose of ethanol is a powerful generator of free oxygen radicals that induce an increase 

in lipid peroxidation by two mechanisms: increasing the production of reactive oxygen 

species and/or decreasing endogenous antioxidant.This in turn could result in production 

ofproinflammatory cytokines inducing a negative effect on HDL-C and PON1 activity 

(FARID et al., 2008, 2009). 

In this study, no significant association was found between PON1 and HDL-C (OR 0.90; 

95% CI = 0.45-1.81; p > 0.05).Although the metabolism of these two molecules has been 

related, factors resulting from immunoinflammatory, metabolic, vascular, neural and 
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endocrine responses may influence the serum concentration of HDL-C and/or PON1 activity 

(VAN DER GAAG et al., 2001; ROSSI et al., 2014). Some studies on parasite infections also 

demonstrated the lack of association between HDL-C concentration and PON1 activity. This 

may be due to a defective HDL-C function which is intimately associated with alterations in 

intravascular HDL-C metabolism and structure forming HDL particles with attenuated 

antioxidant activity (MCNEIL; KNOX; PROUDFOOT, 2002; KONTUSH; CHAPMAN, 

2006). 

In the study described herein, high cortisol levels in alcoholic patientswereobserved in 

accordance with previousreports(GIANOULAKIS; DAI; BROWN, 2003; THAYER et al., 

2006). The production of endogenous cortisol is stimulated by the direct acute effect of 

alcohol on the HPA axis that alter endocrine function (OGILVIE et al., 1998; BADRICK et 

al., 2008). To our knowledge, this is the first time that a positive correlation between 

paraoxonase activity and cortisol concentrationin alcoholic patients is shown. This could be 

ascribed to alcoholism raising HDL synthesis and HDL-associated PON1.The HDL is the 

major source of cholesterol for steroid synthesis and the absence of HDL-associated PON1 

results in low HDL binding to adrenal cells and decreasedaccumulation of cholesterol ester, 

which is the precursor of corticosteroid (GAMLIEL-LAZAROVICH et al., 2010). 

Contrasting with the findings described above, a negative correlation between PON1 activity 

and serum cortisol level were shown in nonalcoholic S. stercoralis-infected patients. This may 

explainwhy PON1 activity was inhibited by parasite infection. 

Farid and collaborators (2008) demonstrated a positive correlation between PON1 

activity and parasite loadin Wistar rats infected with N. brasiliensis. This was notobserved 

here with alcoholic or nonalcoholic S. stercoralis-infected patients, perhaps because of the 

different species of parasites and hosts. A reduced PON1 activity has been observed in a 

number of pathological conditions. In alcoholic patients it occurs with the increase of 
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inflammatory cytokines (CREWS et al., 2006). The decrease of serum PON1 activity in S. 

stercoralis infection observed herein may be dueto downregulation of hepatic PON1 synthesis 

by pro-inflammatory cytokines, as demonstrated during N. brasiliensis infection in rats 

(FARID et al., 2008), which is associated with an early strong gut-inflammatory response 

with production of the cytokines IL-1, IL-6, and TNF-α (MCGEE et al., 1995; 

KHOVIDHUNKIT et al., 2000). Moreover, free radical activity present in  S. stercoralis 

infection (SHINTOKU et al., 2011)maydecrease PON1 activity, as occurs in  HIV infected 

patients (PARRA et al., 2007). 

A Spanish cohort study, has concluded that alcohol intake in men aged 29–69 years was 

associated with a more than 30% lower coronary heart disease incidence (ARRIOLA et al., 

2010).The best available hypothesis relates the protection against atherosclerosis to the 

increased concentration of HDL-C (LI; MUKAMAL, 2004).It was demonstrated herein that 

S. stercoralis infection significantly reduced serum paraoxonase activity, more in 

nonalcoholic than in alcoholic patients. In addition, the lipid profile of S. stercoralis infected 

patients was changed and apparently, the  synergism between S. stercoralis infection and 

alcoholism maintainedhigh HDL-C,low LDL-C, low VLDL and low triglycerides 

concentrations and PON1 activity around four times higher than in nonalcoholic infected 

patients like an anti-atherogenic profile. Therefore, more research isnecessaryto elucidate the 

effect of chronic nematode infections on changes in PON1 activity, the lipid profile and, the 

complex interplay of these factors in alcoholic patientsS. stercoralis infected. 
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6. Capítulo 3: Proteomic analysis of excretory/secretory and crude antigens of S. 

venezuelensis and S. stercoralis filariform larvae L3 

 
 
 



    79 
 

 

Elizabete de Jesus Inês¹, Mônica Lopes Sampaio Silva¹, Alex Bruno Souza¹, Joelma Souza¹, 

Alex Chapeaurouge HenK3,Jonas Perales3, Carina Pinheiro2, Neuza Maria Alcantara2, Márcia 

Cristina Aquino Teixeira¹, Neci Matos Soares¹ 

1Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas, Faculdade de Farmácia, Universidade 

Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brazil. 

2Laboratório de Alergia e Acarologia, Instituto de Ciências da Saúde Universidade Federal da 

Bahia, Salvador, Bahia, Brazil 

3Toxinology Laboratory, Oswaldo Cruz Institute (IOC), Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil* 

Corresponding author at: Tel.: 55 71 32836950; fax 55 71 32836919. 

E-mail addresses: necisoares@gmail.com (N.M. Soares)



    80 
 

 

Abstract 

The proteomic analysis of crude and excretory/secretoryantigens of Strongyloides stercoralis 

and S. venezuelensis infective larvae were performed using the shotgun platform (LC-MS / 

MS) for separation and identification of tryptic peptides. The mass spectrometry peptide data 

were analyzed using the Comet search engine and the gene ontology of products by the 

Blast2go software. There were identified 272 proteins: 158 in S. stercoralis (CSS) and 62 in 

S. venezuelensis (CSV) crude antigens. Analysis of secretory/excretory products of S. 

venezuelensis (ESPSV) revealed 52 proteins. The CSS antigen displayed 10 and 20 times 

more non-shared proteins compared to CSV and ESPSV, respectively. Twenty-nine proteins 

were shared among the three antigens analyzed, with eight proteins of CSS showing 

homology with the genus Strongyloides. Analyses of the graphics gene ontology terms 

revealed thepresence of proteins associated with several functions, with differences in 

numbers of protein families according to the antigen studied.The ubiquitin protein was the 

most representative of the secreted/excreted products of S.venezuelensis (ESPSV); however, it 

showed no signal peptide. In contrast, three proteins of CSS (eosinophil peroxidase and 

metalloproteinase precursors and V-type ATPase subunit B) and two of the CSV (70 kDa and 

70 kDa heat shock putative) showed signs peptides, suggesting that multiple secretion 

pathways can be used by Strongyloides molecules. The study described herein, corroborates 

that immunogenic proteins of Strongyloides can be identified in proteomics analysis, which 

can be used as candidates for vaccination strategies and diagnosis approaches. 

 

Keywords:Strongyloides stercoralis. S. venezuelensis.Crude 

antigen.Secretory/excretory.Proteomics.Shotgun 
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6.1 Introduction 

Strongyloidiasis is one of the major global health problem with 30–100 million people 

infected across the world (CIMINO; KROLEWIECKI, 2014; SAUGAR et al., 2015). This 

disease is caused, mainly, by Strongyloides stercoralis and, in a fewer cases, by Strongyloides 

fuelleborni. S. stercoralis infection usually progresses without symptoms in immunocompetent 

individuals. However, in people with compromised immune system the infection can be fatal due 

to hyperinfection and dissemination (KEISER; NUTMAN, 2004; SOUZA et al., 2014). These 

clinical conditions, is caused, in part, by the ability of the parasite in evading the host immunity, 

surviving and reproducing in an adverse habitat (CUERVO; DOMONT; DE JESUS, 2010; 

CHEHAYEB et al., 2014). 

The host-Strongyloidesrelationship involves molecular factors regulating the 

developmental biology of parasite. Many biomolecules, including proteins, excreted and secreted 

factors from Strongyloidescan contribute to the parasite successful establishment, survival, and 

reproduction in different hosts (SOBLIK et al., 2011). 

A widely adopted approach to identify antigens is to focus on the investigation of the 

parasite proteome and secretome(SOBLIK et al., 2011). Apart from mediating interactions with 

the host (including modification of defense signaling pathways), excretory/secretory proteins 

may be an important source of potential immunogens to be used for parasite diagnosis(JU et al., 

2009; MARCILLA et al., 2012).The protein composition of nematode excretory/secretory 

products (ESP) has been characterized in several species using proteomics approaches as mass 

spectrometry such Brugia malayi (HEWITSON et al., 2008; BENNURU et al., 

2009),Ancylostoma caninum (MULVENNA et al., 2009), Strongyloides ratti (TAZIR et al., 

2009; SOBLIK et al., 2011), Haemonchus contortus (YATSUDA et al., 2003) and Trichinella 

spiralis (ROBINSON et al., 2007). 

The only proteomic analysis of S. stercoralis has been limited at identifying proteins 
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associated to the larval surface (MARCILLA et al., 2010).A complete proteomic analysis of 

parasiteexcretory/secretory products is still hampered by incomplete protein databases due the 

lack of genomic information (MARCILLA et al., 2010), although the S. stercoralis genome 

project has been initiated. To overcome this limitation, genomic database of S. stercoralis and S. 

venezuelensisare usually supplementedby gene sets from other helminthes.  

The intestinal nematode Strongyloides spp. exhibits an exceptional repertoire of proteins 

expressed by filariform larva that have not been properly investigated (SOBLIK et al., 2011). 

Studies with secreted/excreted and crude antigens from Strongyloides venezuelensis infective 

larvae, which is genetically very similar to S. stercoralis,has helped to elucidate the molecular 

mechanisms involving the host and parasite interaction (NAGAYASU et al., 2013; YOSHIDA et 

al., 2011). Furthermore, these studies canidentify potential biomarkers for diagnosis and/or 

targets for the development of new drugs, vaccinesand immunomodulators (BAEK et al., 2003; 

FERREIRA et al., 2007; NAGAYASU et al., 2013;SYKES; MCCARTHY, 2011). 

The current enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for anti-S. stercoralisantibody 

detection using crude antigens does not allow the differentiation between an active and an 

eradicated infection (INÊS et al., 2013; LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014). Also, the cross-

reaction with proteins expressed in other helminthiasis reduces the ELISA 

specificity(REQUENA-MÉNDEZ et al., 2013; LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014). Thus, 

new approaches for strongyloidiasis diagnostic and prognostic purposes using specific 

recombinant antigens can be useful. 

The main objective of this study was to identify and characterize functional molecules 

from filariform larvae of S. stercoralisand S. venezuelensis(crude antigen and secretory/excretory 

products) proteomes, searching for potential candidates for vaccination strategies and diagnosis 

approach. 
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6.2 Materials and Methods 

 

6.2.1 Obtaining of Strongyloides venezuelensis filariform larvae 

S. venezuelensis was initially isolated from wild rodents, Bolomys lasiurus, and thereafter, 

maintained in the laboratory by infecting Wistar rats (Rattus norvegicus). For experimental 

infections, charcoal cultures of feces from S. venezuelensisinfected rats were incubated at 28 °C 

for 48 h, as previously described (MACHADO et al., 2003), and infective larvae were collected 

and concentrated using the Rugai method  (RUGAI; MATTOS; BRISOLA, 1954). L3 larvae 

were washed five times in phosphate-buffered saline(PBS), pH 7.2, ressuspendedin PBS 

andinoculated subcutaneously in the abdomenof 70 rats(1,500 larvae/animal).Infected rats 

wereexamined periodically by Willis method (WILLIS, 1921) to confirm S. venezuelensis 

monoparasite infection. Rats were fed and allowed to drink tap water ad libitum. All the 

experimental procedures were approved by the Ethical Committee for Use ofExperimental 

Animals of the Odontology Faculty, Federal University of Bahia, Brazil and conducted 

according to international standards for use of laboratory animals. 

6.2.2Obtaining of Strongyloides stercoralis filariform larvae 

S. stercoralis third-stage infective larvae (L3) were obtained from feces of a 

hyperinfectedpatient, and cultured in animal charcoal, at 28 °C (MACHADO et al., 2003),for 

five days. An informed consent was obtained from the patient during delivery of clinical 

specimens to the laboratory and the Ethics Committee in Research of the Nursing School, 

Federal University of Bahia, Brazil, approved this study. 

6. 2 .3Strongyloides stercoralis and Strongyloides venezuelensis crude antigens preparation 
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The infective larvae of S.stercoralis and S.venezuelensis were collected and concentrated 

by Rugai method (RUGAI; MATTOS; BRISOLA, 1954) and washed five times in 0.15 mol/L of 

PBS, pH 7.2, by centrifuging for 7 min at 1.8 × g. Parasites were incubated for 5 min in 0.25% 

sodium hypochlorite and then washed five times in PBS as described above. The larvae were 

suspended in PBS with protease inhibitors (5 mmol/L EDTA, 1 mmol/L phenyl-methyl 

sulfonylfluoride [Sigma], 0.05 mmol/L TPCK/TLCK, 1 µg/mL leupeptin) and sonicated in an ice 

bath for 9 cycles of 80 seconds at 40 kHz (Branson Sonifier Cell Disruptor, Branson Instruments, 

Danbury, CT, USA). The larvae homogenate was then centrifuged at 11.000 × g for 30 min at 4 

°C. The amount of soluble antigen in the supernatant was estimated according to Lowry et al. 

(1951), and antigen solution was aliquoted and stored at −70 °C for further use.  

6. 2.4 Strongyloides stercoralis and Strongyloides venezuelensis secreted/excreted antigens 

Excretory/secretory products oflarvae of S. stercoralis and of S. venezuelensis were 

obtained as described (ALCÂNTARA-NEVES et al., 2008),with few modifications. 

Briefly,approximately 3,000 larvae/mL were cultured for seven days in 5 mL of RPMI medium 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) containing gentamicin (160 µg/ml) and amphotericin B 

(2.5 µg/ml)in a 5% CO2 incubator, at 37 °C. The culture supernatants of ESPSS and ESPSV 

containg 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF; Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) 

was stored at −70 °C. The excretory/secretory products oflarvae were concentrated using 

Amicon filters (Millipore Corporate, Billerica, MO, USA) with membrane of 3000 kDa. 

Thereafter, antigens were dialyzed against phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4, containing 

0.1 M PMSF and 0.1% of sodium azide (Sigma Chemical Co., San Louis, MO, USA).  The 

amount of proteins in the samples was determined using Lowry technique (1951), and the 

antigens was stored at −70 °C until use. 

6.2.5   Trypsin digestion of secreted/excreted and crude antigens  
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Crudeantigensof S. stercoralis (CSS) and of S. venezuelensis (CSV), excretory/secretory 

products ofS. stercoralis (ESPSS) and of S. venezuelensis (ESPSV) larvae were precipitated 

overnight at -20°C with cold etanol/acetone [1(protein extract):4 (etanol): 4 (acetone) v/v]. 

Insoluble material were centrifuged at 16,000 x g for 30 min, and washed 8 times with 

etanol/acetone/water(4:4:2 v/v/v). The pellet was air-dried and solubilized overnight at 4°C into 

sample buffer containing 0,4M ammonium bicarbonate and 8 M urea.The extracted protein 

concentration was determined using Qubit™ fluorocytometer (Invitrogen). 

Trypsin digestion was performed as described before (PÉREZ-SÁNCHEZ et al., 2008). 

Briefly, 100 µg of proteins were treated with 100 mM dithiothreitol (DTT) in 0.4 Mammonium 

bicarbonate and 8M urea at 37°C for 3h. The supernatant containing the released peptides were 

alkylated by the addition of 400mM iodoacetamide for 15 min at room temperature in the dark. 

The samples were subsequently incubated with 10ng/mL trypsin (Promega) overnight at 37 °C. 

The reaction was stopped with 10% trifluoroacetic acid and the supernatants were preserved at -

20°C.  

 

6.2.6 Mass spectrometry 

Tryptic peptides were also separated by using an Easy nLC II (Thermo Scientific) 

nanoflow HPLC system connected to a LTQ-Orbitrap XL mass spectrometer (Thermo, Bremen, 

Germany).Each full MS spectrum was followed by 12MS/MS spectra (13 scan events) from 

which the 12 most abundant multiply charged ions were selected for MS/MS sequencing. 

Tandem MS experiments were performed using collision-induced dissociation in the linear ion 

trap.  

 

6.2.7 Data Analysis 
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The mass spectral raw data were analyzed using the Comet search engine. The selected 

variable modifications were deamidation (N), oxidation (M) and pyro-formation of N-terminal 

glutamine, while carbamidomethylation of cysteine was considered a fixed modification. 

Sequences were imported in fasta format and were then assembled in contigs using the Blast2Go 

software (http://www.geneontology.org) to acquire gene annotations (CONESA et al., 2005). 

Gene ontology (GO) terms were applied to proteins using the default parameters and pie charts 

were generated using the second level of the GO hierarchy, were each filtered at 2% (in 

percentage) in Blast2GO by the number of sequences collected for each. The identified proteins 

were grouped into three different categories according to the biological process, cellular 

component and molecular functions. Annotations were made with default parameters; the pre-

eValue-Hit-Filter was 1×10−6, a cut-off value of 55 for annotation and 5 for gene ontology (GO) 

weight. A criterion for protein identification-Scaffold (Version Scaffold_4.2.0, Proteome 

Software Inc., Portland, OR) was used to validate MS/MS based peptide and protein 

identifications. Peptide identifications were accepted if they could be established at greater than 

95.0% probability as specified by the Peptide Prophet and contained at least three identified 

peptides. Sequences from the list of proteins  were scanned for N-terminal signal peptides using 

SignalP 4.1 (PETERSEN et al., 2011).  

 

6.3 Results  
 

6.3.1 Protein identification 

There were identified 272 proteins in three of the antigens analyzed, 158 in CSS, 62 in 

CSV and 52 in ESPSV (Figure 1).In this study, no excretory/secretory products fromS. stercoralis 

were obtained. Thirteenproteins were shared between CSS and CSV, 8 were common to both CSS 

and ESPSV and 10 were shared between CSV and ESPSV. A total of 108 proteins was exclusively 

found in CSS, 10 in CSV and 5 in ESPSV (Figure 1). 
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Figure 1. Distribution of peptides from crude antigens ofS. stercoralis (CSS) and 
ofS.venezuelensis (CSV) and excretory/secretory antigens ofS. venezuelensis (ESPSV). The Venn 
diagram shows the numbers of proteins shared among the three antigens.  
 

When grouped by homology, the 108 exclusive CSS proteins were mostly fromhistone 

and myosin families.However, there were found otherrepresentatives,such as succinate 

dehydrogenase, adenine nucleotide translocator, phosphate carrier protein, arginine kinase, 

calcium-transporting ATPase sarcoplasmic, ADP-ribosylation factor, tubulin, citrate 

synthase,paramyosin, phosphoenolpyruvate carboxykinase, ATP synthase, troponin, vacuolar 

ATP synthase, ribosomal protein, 40S ribosomal protein S4 and actinin (Table S1) . From the 10 

CSV non-shared proteins, threewere of heat shock responseand other three of H28O16.1 

isoform, two troponins, one myosin and one tropomyosin(Table S2). Of the five ESPSV proteins, 

four belonged to the ubiquitin and one of the actin families (Table S3).  
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From the 13 proteins common to both CSS and CSV antigens, six were heat shock, three 

belonged to calponin, twoto ATP synthase alpha,one to LEV-11 isoform andone TPA 

inf:eukaryotic translation elongation factor 1Afamilies (Table S4).From the eight proteins shared 

between CSS and ESPSV, mosthad homology with calmodulin, two with calponin and one with 

myosin. When evaluating the 10 common proteins between the CSV and ESPSV, eight peptides 

were of the actin, one of papilin and oneof eukaryotic translation elongation factor a alpha.The 

29 proteins shared by the three antigens were from actin, tropomyosin, troponin,EF hand, Protein 

UNC-87 isoform and calmodulin families (Table 6S).Screening the peptide data against all 

GenBank proteins also identified hits against mammalian keratin and BSA, excluded from the 

results. 

Grouping of peptides according to biological process, cellular component and molecular 

function showed that: (1) the molecular functions like ‘‘binding’’ and ‘‘catalytic activity’’ were 

commonly found in CSS, CSV and ESPSV (Fig. 2, 3 and 4), while “antioxidant activity”, 

‘‘structural molecule activity’’ and ‘‘transporter activity’’ was not detected in ESPSV (Fig. 4);(2) 

the cellular component ‘‘cell’’, ‘‘macromolecular complex’’ and “organelle” were found in all 

three antigens, while ‘extracellular matrix’’ was only identified in CSV and ESPSV(Fig. 2, 3 and 

4); (3)proteins related to biological process such “cellular process’’, “metabolic process’’ and 

“single-organism process” were present in the three antigens (Fig. 2, 3 and 4). The “response to 

stimulus” and “signaling” related proteins were not found in CSV(Fig. 3). 

 



 
 

 

 
Figure 2.Level 2 Gene Ontology (GO) classification of 
were classified on the basis of the molecular function, biological processes and cellular 
component terms. 
 

Figure 3.Level 2 Gene Ontology (GO) classification of
were classified on the basis of the molecular function, biological processes and cellular 
component terms. 
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Figure 4.Level 2 Gene Ontology (GO) classification ofESPSV
were classified on the basis of the molecular function, biological processes and cellular 
component terms. 
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and ESPSV, respectively.  However, among the CSS antigens,there were eight proteins 

withStrongyloides sp homology. The MIF (Macrophage migration inhibitory factor) (1), 

identified in CSS,  was also characterized inStrongyloides ratti as a MIF-like protein (Sra-MIF)  

(YOUNIS et al., 2011). The response to Sra-MIF by the host immune system was confirmed by 

high IgG reactivities in sera, as well the release of IL-10 by monocytesfrom infected or 

immunized hosts(YOUNIS et al., 2011). Another protein identified, a metalloproteinase (2), is 

associated to important functional roles of nematodes, including host tissue penetration by 

infective L3, cuticle formation, ecdysis and digestion (GOMEZ GALLEGO et al., 2005; LAI et 

al., 2005; STEPEK; MCCORMACK; PAGE, 2010; STEPEK et al., 2011). Metalloproteinases 

have been described in infective larval stages of related skin-invasive nematodes, such as S. 

stercoralis, Ancylostoma caninum, Onchocerca volvulus andAngiostrongylus cantonensis 

(MCKERROW, 1995; GOMEZ GALLEGO et al., 2005; SOBLIK et al., 2011; STEPEK et al., 

2015). The enzyme may represent a target for future nematode control as potential vaccine 

candidate, since this is essential for the procollagen cleavage step of cuticle synthesis, a 

crucialphase in parasitic nematode development (HOTEZ et al., 2003; NOVELLI; PAGE; 

HODGKIN, 2006; BARNARD et al., 2012; STEPEK et al., 2015). 

The L3NIEAg.01 (3) is frequently found in the excretory/secretory proteins from all 

stages of S. ratti(SOBLIK, 2009) and alsoa member of the protein secreted by 

Ancylostoma(HAWDON et al., 1996). The recombinant antigen L3NIEAg was used in an ELISA 

for detection of IgG anti-S. Stercoralisand in the luciferase immunoprecipitation system assay 

(NIE-LIPS)(RAMANATHAN et al., 2008).The 14-3-3.2 isoforms protein  zeta-type ("pro-

tumorigenic") (4)  was isolated from S. japonicum,E. granulosus and E. multilocularis 

metacestode stages and have been identified as regulatory molecules associated to intracellular 

signaling pathways and cell cycle control (NUNES et al., 2004). The recombinant proteins based 

in both 14-3-3.2 isoform and 26 kDa glutathione-S-transferase were used to diagnose S. 
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japonicum by ELISA, showing 94.4% and80.7% of sensitivity and specificity, respectively 

(LUO et al., 2009). The nucleoside diphosphate kinase (NDK) (5), also identified in this study, is 

an enzyme localized in cellular organelles and distributed in various organs of prokaryotes and 

eukaryotes. Besides the genus Strongyloides, the homologous protein has been found in the 

fungusNeurospora crassa and in Mycobacterium tuberculosis (YOSHIDA; HASUNUMA, 2006; 

SUN, 2012). This protein regulates several biological processes such as metastasis, cellular 

proliferation and differentiation, and stimulates tumor cell growth (POSTEL et al., 1993). 

Furthermore, biochemical analyses indicate that NDKs  interacts with signal transducers such as 

GTP-binding protein and phosphatase, heat shock proteins such as HSP70 and antioxidative 

enzymes such as catalases (KIMURA et al., 1990; LEUNG; HIGHTOWER, 1997; HIROMURA 

et al., 1998; FUKAMATSU; YABE; HASUNUMA, 2003). 

The glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase (GAPDH) (6) is one of several 

moonlighting proteins of glycolytic pathway with a catalytic activity andhas been studied as a 

vaccine candidate to human filariasis(ERTTMANN et al., 2005; STEISSLINGER et al., 2015). 

The tubulin (7) is involved with the formation of the cytoskeleton, the mitotic spindle and the 

intracellular transport (DEMELER et al., 2013). There are evidences that the tubulin-encoding 

gene is responsible for the resistance of S. stercoralis and S.rattito benzimidazole compounds 

(WINTERROWD et al., 2003; ALBONICO; WRIGHT; BICKLE, 2004; DROGEMULLER; 

SCHNIEDER; SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2004; MELVILLE; SYKES; MCCARTHY, 

2006; GHISI; KAMINSKY; MÄSER, 2007). The allergen polyprotein homolog (8) has been 

found in filarial nematodes and Ascaris. The allergen polyproteinis biologically meaningful; 

itsdiverse lipid-binding activity can be involved in capturing important lipids for the 

parasites(KENNEDY, 2000). 

The eight proteins found in CSS described above, with homologs in all species of 

Strongyloides, could be tested for their potential as diagnostic tool searching for the development 



    93 
 

 

of high sensitivity and specificity serological assays. Moreover, these proteins could be obtained 

from Strongyloides experimental infections of rodents, as they are shared by different species. 

The excretory-secretory proteinsreleased by helminths can be potential 

immunomodulators (SYKES; MCCARTHY, 2011).These moleculesappear to haveunique 

properties, with specific epitopesdifferentfrom those foundin the totalextracts andmay conferhigh 

specificity and sensitivity for parasite diagnosis (NOORDIN et al., 2005; 

WATTHANAKULPANICH et al., 2008).The use of molecules spontaneouslyreleased intoculture 

mediumhas the advantage to easily purify the parasite product.In addition, secreted/excreted 

proteins are directly exposed to the host immune system and are capable of inducing a strong 

humoral response,generating specific antibodies (BOLÁS-FERNANDEZ; CORRAL BEZARA, 

2006).In this study,a protein from the ubiquitin family was the most frequent found at ESPSV. 

The ubiquitin is a polypeptide expressed in all eukaryotic cells and conserved in humans 

(reviewed in WILKINSON et al., 1995). The modification of proteins by chains of ubiquitin 

mediates the targeting of cytosolic and nuclear proteins to degradation by proteasomes 

(BONIFACINO; WEISSMAN, 1998).The presence of ubiquitin-proteasome system in S. ratti, S. 

stercoralis and Parastrongyloides trichosuri have been described(DE PAULA et al., 2009). This 

system plays an important role in a variety of cellular processes, such as DNA repair, gene 

transcription, metabolic adaptation, apoptosis, stress, cell trafficking, and modulation of immune 

and inflammatory responses(HERSHKO; CIECHANOVER, 1998; CIECHANOVER; BEN-

SAADON, 2004; WOLF; SOMMER; HILT, 2004; HERSHKO, 2005; WANG; MALDONADO, 

2006). 

Analyses of the graphics gene ontology terms revealed thepresence of proteins associated 

with several functions, with differences in numbers of protein families according to the antigen 

studied. As expected, the ESPSV products had fewer proteins and lacked some GO terms, with 

proteins notably grouped at “biological process”. It is also noticeable the high number of CSS 
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proteins related to “binding molecular function”, compared to other two antigens. The 

differences on GO classification and numbers of proteins observed may have been influenced by 

the species of Strongyloidesand type of antigen studied. 

The majorityof identified proteins lacked the classical molecular signatures of 

secretory/excretory proteins, except in CSS, that the eosinophil peroxidase precursor, 

metalloproteinase precursor and V-type ATPase, B subunit,exhibit a signal peptide. Moreover, 

the CSV heat shock 70 kDa and heat shock 70 kDa putative also showed signal peptides. Despite 

the nature of  ESPSV,noprotein sequences had a signal peptide. These data support the previous 

hypothesis that secretory/excretory proteins from S. venezuelesis occurs primarily through non-

classical pathways likely exosomal and/or the presence of proteins associated with the surface in 

relation to the tegumental turnover (ANDRESEN et al., 1989; SOTILLO et al., 2010; 

CHEHAYEB et al., 2014).  

The study described herein, corroborate that immunogenic proteins of Strongyloides can 

be identified in proteomics studies, which can be used as candidates for vaccination strategies 

and diagnosis approaches. According to our data, it seems that the use of human specific parasite 

specie (S. stercoralis) may provide a higher diversity of specific antigens for future studies in 

that field, although specific proteins shared by different Strongyloides species may be obtained 

from rodent experimental models as well. 
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7. CONCLUSÃO  
 
 
 
Neste estudo foi demonstrado que a frequência da infecção por S. stercoralis foi mais elevada 

em pacientes alcoolistas (23,5%) do que em pacientes que não fazem uso crônico de álcool 

(5,4%), aproximadamente quatro vezes maior.Além dos hábitos de higiene dospacientes 

alcoolistas ser um fator que predispõe à infecção por Strongyloides stercoralis,provavelmente as 

alteração bioquímicas e imunológicas, pelo uso crônico do álcool agrava a infecção parasitária, 

uma vez que a elevação do cortisol nos pacientes alcoolistas foi correlacionada com a elevação 

da carga parasitária. Porém. os níveis de cortisol elevado nestes pacientes não foram 

correlacionados com a predisposição a infecção  por S. stercoralis.  

 A atividade de PON1 foi significativamente menor nos pacientes infectados com S. 

stercoralisindependentemente de serem ou não alcoolistas, quando comparada aos pacientes não 

infectados (p <0,05),provavelmente a infecção parasitária estimula a resposta a inflamação, a 

qual atua inibindo a atividade da paraoxonase, uma vez que estes pacientes ainda não 

apresentavam alterações significativas dos níveis das enzimas hepáticas.  

Uma correlação positiva foi observada entre a atividade da paraoxonase e a concentração de 

cortisol em indivíduos alcoolistas não infectados com S. stercoralis (p <0,05). A produção 

endógena de cortisol, estimulada pelo efeito agudo do álcool, provavelmente estimulou a 

atividade da paraoxonase. Por outro lado, uma correlação negativa foi demonstrada entre a 

atividade da paraoxonase e a concentração de cortisol em indivíduos não alcoolistas infectados 

com S. stercoralis (p <0,05), possivelmente pela inibição da atividade da PON1 pela infecção 

parasitária e não estimulação da produção de cortisol, uma vez que estes pacientes não faziam 

uso crônico do álcool. 

Os níveis de HDL-C foram maiores nos alcoolistas independente da infecção (OR: 2,31; IC 95% 

= 1,14 -4,70; p <0,05). No entanto, não foi encontrada associação significativa entre PON1 e 

HDL-C (OR: 0,90; IC 95% = 0,45-1,81; p> 0,05), embora o metabolismo destas duas moléculas 

estejam relacionados, outros fatores podem influenciar na concentração do HDL-C e/ou da 

atividade da PON1.  

Os pacientes alcoolistas infectados com S. stercoralisapresentaram um perfil lipídico compatível 

com um padrão anti-aterogênico: níveis de triglicérides, LDL-C e VLDL-C reduzidos e HDL 

elevado, ao contrário os não infectados apresentam um perfil compatível com aterosclerose. 

Neste estudo, o diagnóstico da estrongiloidiase atraves da detecção de IgG anti-S. 

stercoralisdemonstrou 88,6% de sensibilidade e 98,4% de especificidade. Através da analise 



    103 
 

 

proteômica épossívele estabelecerproteínas com maior especificidade a serem utilizadas para em 

ensaios de  diagnósticoe/ ou imunomodulação. A análise proteômica dos antígenos de S. 

stercoralis e S. venezuelensis identificou um total de 272 proteínas, destas 158 foram 

encontradas em antígeno bruto de S.stercoralis (CSS), 62 em antígeno bruto de S.venezuelensis 

(CSV) e 52 nos produtos secretados /excretados de S.venezuelensis (ESPSV). Os termos de 

ontologia gênica revelou uma presença de proteínas associadas a várias funções, provavelmente 

isso reflete diferentes espécies de parasito ou tipos de antígenos.Nos antígenos   analisados foram 

encontradas proteinas não sobrepostas entre eles: No CSS, 108 proteinas e destas oito são 

homologas a proteinas do Stongyloides sp; 10 no CSV  e 5 no ESPSV. A ubiquitina foi a proteína 

mais representativa dos produtos secretados/excretados de S.venezuelensis (ESPSV) no entanto, 

não apresentou peptídio sinal,  enquanto que três proteínas do  CSS (Precursor de peroxidase 

eosinofilica,  precursor de metaloproteinase e tipo-V ATPase, subunidade B) e  duas do CSV (70 

kDa e heat shock 70 kDa suposto) apresentaram peptídios sinais,  sugerindo que múltiplas vias 

de secreção pode ser utilizada pelas proteínas. 
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ANEXO 1 

 

Table 1- The 108 specific proteins CSS analyzed byblast2go and SignalP 4.1 
GiAccessio

n 
Signal 
peptide 

MolWt 
(MH) 

Protein 
Species 

Family Succinate Dehydrogenase Ubiquinone Flavoprotein Subunit, Mitochondrial 
351020812 No  70336,3 Protein SDHA-1  Caenorhabditis elegans 

351018228 No 70363 Protein SDHA-2  Caenorhabditis elegans 

22096345 

 
 

No  
 
 

70336,3 

RecName: Full=Succinate dehydrogenase 
[ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial; 
AltName: Full=Flavoprotein subunit of complex 
II; Short=FP; Flags: Precursor 

 

2282574 No 70396,2 Flavoprotein subunit of complex II  Caenorhabditis elegans 

541041036 No 70822,6 Succinate dehydrogenase flavoprotein  Ascaris suum 

Family Adenine Nucleotide Translocator 
17542128 No  34316,2 Protein ANT-1.4  Caenorhabditis elegans 

541038896 No 32892,6 Carrier protein 1  Ascaris suum 

351061226 No 33332,3 Protein ANT-1.2  Caenorhabditis elegans 

17541180 No 34344,2 Protein ANT-1.3  Caenorhabditis elegans 

Family Histone 
351061542 No 11344,3 Protein HIS-60  Caenorhabditis elegans 

351062101 No 11344,3 Protein HIS-5  Caenorhabditis elegans 

351061121 No 11344,3 Protein HIS-50  Caenorhabditis elegans 

3881590 No 11344,3 Protein HIS-14  Caenorhabditis elegans 

3877575 No 11344,3 Protein HIS-56  Caenorhabditis elegans 

568294401 No 11344,3 Core histone H2A/H2B/H3/H4  Necator americanus 

351064081 No 11344,3 Protein HIS-18  Caenorhabditis elegans 

17561984 No 11344,3 Protein HIS-1  Caenorhabditis elegans 

3880073 No 11344,3 Protein HIS-67  Caenorhabditis elegans 

17537811 No 11344,3 Protein HIS-26  Caenorhabditis elegans 

2495141 No 11355,3 RecName: Full=Histone H4  

351064259 No 11344,3 Protein HIS-38  Caenorhabditis elegans 

170588045 No 11374,3 Histone H4  Brugia malayi 

158603140 No 11344,3 Histone H4, putative  Brugia malayi 

316973032 No 29278,6 Histone H4  Trichinella spiralis 

17562018 No 11344,3 Protein HIS-37  Caenorhabditis elegans 

3876196 No 11344,3 Protein HIS-64  Caenorhabditis elegans 

351064071 No 11344,3 Protein HIS-28  Caenorhabditis elegans 

17541086 No 11344,3 Protein HIS-31  Caenorhabditis elegans 

3881588 No 11344,3 Protein HIS-10  Caenorhabditis elegans 

568268169 No 51868,5 Calponin family repeat-containing domain 
protein  

Necator americanus 

45644941 No 13474,3 RecName: Full=Histone H2B 1  
Family Phosphate carrier protein, mitochondrial 

472906 No 36632 Phosphate carrier protein  Caenorhabditis elegans 

3875464 No 36632 Protein F01G4.6, isoform a  Caenorhabditis elegans 

110431060 No 42044,8 Protein F01G4.6, isoform b  Caenorhabditis elegans 

730051 No 36632 RecName: Full=Phosphate carrier protein,  
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mitochondrial; Short=PTP; Flags: Precursor 
Family Arginine Kinase 

31247902 No 39919,6 Arginine kinase  Heterodera glycines 

68056749 No 44121,5 
RecName: Full=Probable arginine kinase 
F46H5.3; Short=AK 

 

373254443 No 39947,5 Protein F46H5.3, isoform b  Caenorhabditis elegans 

373254442 No 44121,5 Protein F46H5.3, isoform a  Caenorhabditis elegans 

568294808 No  41515,4 Arginine kinase  Necator americanus 

Family Calcium ATPase 
568269922 No 116848,5 Calcium-translocating P-type ATPase, SERCA-

type  
Necator americanus 

158596594 No 117590,1 Calcium-transporting ATPase 
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum type, 
putative  

Brugia malayi 

170582704 No 117590,1 Calcium-transporting ATPase 
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum type  

Brugia malayi 

3878520 No 115419 Protein SCA-1, isoform a  Caenorhabditis elegans 

71988506 No 109628,9 Protein SCA-1, isoform b  Caenorhabditis elegans 

193210130 No 101180,8 Protein SCA-1, isoform c  Caenorhabditis elegans 

541047153 No 112432,7 Calcium-transporting atpase sarcoplasmic 
endoplasmic reticulum type  

Ascaris suum 

Family  ADP-ribosylation Factor 
158589198 No 18792,6 ADP-ribosylation factor 1, putative  Brugia malayi 

351065551 No 20490,5 Protein ARF-1.2  Caenorhabditis elegans 

339259102 No 37121 ADP-ribosylation factor 1  Trichinella spiralis 

1703373 No 20490,5 
RecName: Full=ADP-ribosylation factor 1-like 2; 
AltName: Full=ADP-ribosylation factor-related 
protein 1.2 

 

541040049 No 20574,6 ADP-ribosylation factor 1  Ascaris suum 

568293132 No 30788 ADP-ribosylation factor family protein  Necator americanus 

170596696 No 18792,6 ADP-ribosylation factor 1  Brugia malayi 

Family Beta-Tubulin 
62836537 No 50024,7 Beta-tubulin  Strongyloides ratti 

62836527 No 49941,6 Beta-tubulin  Strongyloides stercoralis 

374718489 No 50001,8 Beta-tubulin  Strongyloides papillosus 

Family Citrate Synthase, Mitochondrial 
17555174 No 51489,5 Protein CTS-1  Caenorhabditis elegans 

390098846 No 51372,4 Citrate synthase, partial  Ditylenchus destructor 

461743 No 51489,5 
RecName: Full=Probable citrate synthase, 
mitochondrial; Flags: Precursor 

 

Family Myosin 
170593755 No 229102,8 Myosin tail family protein  Brugia malayi 

55584154 No 222892,7 
RecName: Full=Myosin-2; AltName: 
Full=Myosin heavy chain C; Short=MHC C 

 

3878843 No 223167,3 Protein MYO-1  Caenorhabditis elegans 

339247611 No 223850,4 Putative myosin head  Trichinella spiralis 

25150292 No 222892,7 Protein MYO-2  Caenorhabditis elegans 

127737 No 225353,2 
RecName: Full=Myosin-3; AltName: 
Full=Myosin heavy chain A; Short=MHC A 

 

33300386 No 225353,2 Protein MYO-3  Caenorhabditis elegans 
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541041720 No 672626,4 Hypothetical protein ASU_11006  Ascaris suum 

205829470 No 223167,3 
RecName: Full=Myosin-1; AltName: Full=Lethal 
Protein 75; AltName: Full=Myosin heavy chain 
D; Short=MHC D 

 

Family Paramyosin 
390098848 No 29586,3 Paramyosin, partial  Ditylenchus destructor 

541038992 No 100236 Paramyosin  Ascaris suum 

Family Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 
316970478 No 71084,2 Phosphoenolpyruvate carboxykinase  Trichinella spiralis 

541048631 No 77522,8 Phosphoenolpyruvate carboxykinase  Ascaris suum 

Family ATP Synthase 
568290660 No 58019,2 ATP synthase F1, beta subunit  Necator americanus 

25144756 No 57472,9 Protein ATP-2  Caenorhabditis elegans 

21431750 No 57472,9 RecName: Full=ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial; Flags: Precursor 

 

Family EF Hand 
158591292 No 18471,9 EF hand family protein  Brugia malayi 

541043068 No 21377,4 Troponin isoform 2  Ascaris suum 

Family vacuolar ATP synthase subunit B 
568296437 Yes  57110,1 V-type ATPase, B subunit  Necator americanus 

158599847 No 55992,7 Vacuolar ATP synthase subunit B, putative  Brugia malayi 

170577077 No 55992,7 Vacuolar ATP synthase subunit B  Brugia malayi 

Family Ribosomal S 
568291573 No 23703,3 Ribosomal protein S7  Necator americanus 

17542204 No 23122,2 Protein RPS-5  Caenorhabditis elegans 

1351001 No 23122,2 RecName: Full=40S ribosomal protein S5  
Family 40S Ribosomal 

158601466 No 29733 40S ribosomal protein S4, putative  Brugia malayi 

170574388 No 29733 40S ribosomal protein S4  Brugia malayi 

541044220 No 29536 40S ribosomal protein S4  Ascaris suum 

Family Alpha-Actinin 
170594019 No 108331,5 Alpha-actinin  Brugia malayi 

158590705 No 108331,5 Alpha-actinin, putative Brugia malayi 

Other Families 
568288375 No 94680,5 Elongation factor 2  Necator americanus 

568290265 No 98820,9 Glycogen phosphorylase  Necator americanus 

541043961 No 123831,5 Plasma membrane calcium-transporting atpase 3  Ascaris suum 

145966840 Yes  81310,5 Eosinophil peroxidase precursor  Mus musculus 

198448303 No 13664 Macrophage migration inhibitory factor  Strongyloides ratti 

5669875 No 26274,4 L3NieAg.01  Strongyloides stercoralis 

568267467 No 39388,3 Fructose-bisphosphate aldolase class-I  Necator americanus 

568292476    No 44752 Isocitrate dehydrogenase, NADP-dependent  Necator americanus 

2801531    No 10978,5 Allergen polyprotein homolog  Strongyloides stercoralis 

17865392 Yes  42763,7 Metalloproteinase precursor  Strongyloides stercoralis 

568300712 No 22860,5 
EF-1 guanine nucleotide exchange domain 
protein  

Necator americanus 

584596240 No 27923 14-3-3 zeta  Strongyloides ratti 

568281679    No 66063,6 Intermediate filament tail domain protein Necator americanus 

3876337 No 17087,6 Protein NDK-1  Caenorhabditis elegans 

374718487 No 18254,2 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Strongyloides papillosus 
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partial  
568268169 No 51868,5 Calponin family repeat-containing domain 

protein  
Necator americanus 

45644941 No 13474,3 RecName: Full=Histone H2B 1  

339250594 No 41062,9 Fructose-bisphosphate aldolase class-I  Trichinella spiralis 

158600003 No 49028,2 26S protease regulatory subunit 6A, putative  Brugia malayi 
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ANEXO 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gi 
Accession 

Signal 
peptide 

MolWt 
(MH) 

Protein Species 

Family Troponin T 

568297928 No 48633,2 Troponin T family protein  Necator americanus 

568293069 No 118726,2 Hypothetical protein NECAME_02448  Necator americanus 

Family Heat Shock 

443497052 No 20102,3 Heat shock protein 70A, partial  
Bursaphelenchus 

xylophilus 

568271083 No 70336,8 Putative chaperone protein DnaK  Necator americanus 

316972704 No 112103,6 Heat shockprotein A  Trichinella spiralis 

Other families 
71988063 No 57733,6 Protein H28O16.1, isoform a  Caenorhabditis elegans 

42733088 No 54968 Protein H28O16.1, isoform d  Caenorhabditis elegans 

75029335 No 57733,6 RecName: Full=ATP synthase subunit alpha, 
mitochondrial; Flags: Precursor 

 

586830498 No  224598,9 Myosin-4 Caenorhabditis elegans 

541041893 No  41804,3 Tropomyosin Ascaris suum 

Table 2- The 10 specific proteins CSV analyzed by blast2go and SignalP 4.1 
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ANEXO 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gi 
Accession 

Signal 
peptide 

MolWt 
(MH) 

Protein Species 
 

Family Ubiquitin 

316979561 No 36008,9 Ubiquitin family protein Trichinella spiralis 

300791206 No 20293,9 Ubiquitin-Like family Prionchulus punctatus 

339261298 No 14365,6 Putative ubiquitin family protein Trichinella spiralis 

316957291 No 7982,2 Conserved domain protein Trichinella spiralis 

Other Families 

158597135 No 41759,8 Actin 2, putative Brugia malayi 

Table 3- The 5 specific proteins ESPSV analyzed byblast2go and SignalP 4.1 
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 ANEXO 4  

Table 4 – The 13 proteins shared between crude of S. venezuelensis and S. stercoralis antigens 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gi 
Accession 

Signal 
peptide 

MolWt 
(MH) 

Protein Species 

Family Calponin 
170593053 No 39775,5 Calponin homolog OV9M Brugia malayi 

114152904 No 62670,9 
RecName: Full=Protein unc-87; 
AltName: Full=Uncoordinated protein 
87 

 

541047947 No 40687,1 Calponin-like protein ov9m Ascaris suum 

Family ATP Synthase 

170592445 
No 

58224 
ATP synthase alpha chain, mitochondrial 
precursor 

Brugia malayi 

158591042 No 58224 
ATP synthase alpha chain, mitochondrial 
precursor, putative  

Brugia malayi 

Family Heat Shock 
170590876 Yes  73814,6 Heat shock 70 kDa protein  Brugia malayi 

17541098 No 69661,6 Protein HSP-1  Caenorhabditis elegans 

51338753 No 69661,6 
RecName: Full=Heat shock 70 kDa 
protein A 

 

158592347 Yes  73814,6 Heat shock 70 kDa protein, putative  Brugia malayi 

12044387 No  70582,8 Heat shock protein 70  Heterodera glycines 

224459125 No 60214,5 HSP60  Strongyloides ratti 

Other families 

38422774 No 22501,4 Protein LEV-11, isoform b Caenorhabditis elegans 

199600274 No 50190,1 
TPA_inf: eukaryotic translation 
elongation factor 1A  

Strongyloides stercoralis 
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Gi 
Accession 

Signal 
peptide 

MolWt 
(MH) 

Protein Species 
 

Family Calponin 

351059082 No 41532,2 Protein UNC-87, isoform a Caenorhabditis elegans 

158591346 No 39775,5 Calponin homolog OV9M, 
putative  

Brugia malayi 

Family Calmodulin 

170593599 No 16498,6 Calmodulin  Brugia malayi 

55976211 No 16795,8 
RecName: Full=Calmodulin; 
Short=CaM 

 

541041964 No 17983,6 Calmodulin  Ascaris suum 

339236011 No 27556,2 Calmodulin-1  Trichinella spiralis 

158590495 No 16498,6 Calmodulin, putative  Brugia malayi 

Other Families 

586830498 No 224598,9 

RecName: Full=Myosin-4; 
AltName: Full=Myosin heavy 
chain B; Short=MHC B; 
AltName: Full=Uncoordinated 
protein 54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 5 

Table 5-The8shared between CSS and ESPSV analyzed byblast2go and SignalP 4.1 
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ANEXO 6 

 

 

Gi 
Accession 

Signal 
peptide 

MolWt 
(MH) 

Protein Species 

Family Actin 

3879475 No 41750,7 Protein ACT-3  Caenorhabditis elegans 

17568985 No 41732,8 Protein ACT-4, isoform a  Caenorhabditis elegans 

17563822 No 41750,7 Protein ACT-1  Caenorhabditis elegans 

519881597 No 41750,7 RecName: Full=Actin-1; Flags: Precursor  

1703120 No 41732,8 RecName: Full=Actin-4; Flags: Precursor  

270309010 No  40171,1 Actin  Bursaphelenchus xylophilus 

71994099 No  40382,2 Protein ACT-4, isoform c  Caenorhabditis elegans 

519881599 No  41750,7 RecName: Full=Actin-3; Flags: Precursor  

Family Tropomyosin 

71992964 No  32898,7 Protein LEV-11, isoform d  Caenorhabditis elegans 

136098 No  33012,6 RecName: Full=Tropomyosin, muscle  

339254852 No  27633 Putative tropomyosin subfamily  Trichinella spiralis 

339254856 No  33279,8 Tropomyosin  Trichinella spiralis 

42559735 No  32965,6 
RecName: Full=Tropomyosin isoforms 
a/b/d/f; AltName: Full=Levamisole resistant 
protein 11 

 

15718291 No  32965,6 Protein LEV-11, isoform a  Caenorhabditis elegans 

170571921 No  35305,2 Tropomyosin family protein  Brugia malayi 

Family Calponin 

71983406 No  41532,2 Protein UNC-87, isoform b  Caenorhabditis elegans 

351059084 No  60390,8 Protein UNC-87, isoform c  Caenorhabditis elegans 

Family Troponin T 

17569083 No  46994,6 Protein MUP-2  Caenorhabditis elegans 

3024760 No  46994,6 RecName: Full=Troponin T  

Family Calmodulin 

29726960 No  16795,8 
Chain A, Structural Genomics Of 
Caenorhabditis Elegans : Calmodulin 

 

17564542 No  16795,8 Protein CMD-1  Caenorhabditis elegans 

428660371 No  16795,8 Calmodulin  Heterodera glycines 

Family Myosin 

170589679 No 225946,7 Myosin heavy chain  Brugia malayi 

158593814 No 225946,7 Myosin heavy chain, putative  Brugia malayi 

568266949 No 223757,4 Myosin head  Necator americanus 

541045618 No 222540 Myosin-4  Ascaris suum 

3875751 No 224598,9 Protein UNC-54  Caenorhabditis elegans 

Other families 

568297160 No 18836,7 EF hand  Necator americanus 

547972 No 97931,3 RecName: Full=Paramyosin  

Table 6- The 29 proteins were common among the three antigens analyzed byblast2go and SignalP 4.1 
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ANEXO7 
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ANEXO 8– TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO PÓS-INFORMAÇÃO  
 
Instituição: Laboratório de Parasitologia da Faculdade de Farmácia – Universidade Federal da Bahia – 
LACTFAR/UFBA, Salvador – Bahia- Brasil. 
 

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da pesquisa “Associação entre a infecção por 
Strongyloides stercoralis e a produção de cortisol induzida pelo álcool: diagnóstico da 
estrongiloidíase e identificação de biomarcadores das alterações imunes e metabólicas”, sob 
a responsabilidade da pesquisadora Neci Matos Soares, a qual pretende realizar o diagnóstico da 
infecção por Strongyloides stercoralis e estudar a associação entre esta infecção e os níveis de 
cortisol, induzidos pelo uso excessivo de álcool, além de caracterizar as alterações imunes e 
metabólicas através de marcadores biológicos. 

Sua participação é voluntária e se dará por meio de doação de sangue e fezes, sendo que as 
amostras utilizadas na pesquisa são as mesmas solicitadas pelo seu médico, para a realização dos 
seus exames. Este estudo pode contribuir para melhorar a saúde da população, porém a sua 
participação pode trazer algum risco ou desconforto para a sua pessoa, tais como hematomas ou 
dor na região de coleta de sangue. Este risco no procedimento de coleta das amostras será 
minimizado através de orientações adequadas e profissionais experientes na realização do 
procedimento. 

Se depois de consentir em sua participação o Sr (a) desistir de continuar participando, tem o 
direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou 
depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuízo a sua pessoa. O (a) 
Sr (a) não terá nenhuma despesa e também não receberá nenhuma remuneração. Os resultados da 
pesquisa serão analisados e publicados, mas sua identidade não será divulgada, sendo guardada 
em sigilo. Para qualquer outra informação, o (a) Sr (a) poderá entrar em contato com o 
pesquisador no endereço, Laboratório de Parasitologia da Faculdade de Farmácia– Universidade 
Federal da Bahia – LACTFAR/UFBA, Rua Barão do Jeremoabo, n° 147, Ondina - Salvador, 
Bahia - Brasil, CEP 40.170-115, Salvador, Bahia- Brasil, pelo telefone (71) 3283-6950, ou 
poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa – CEP - Escola de Enfermagem da 
UFBA, Rua Augusto Viana, s/n, sala 435 - Canela - Salvador, Bahia - Brasil - telefone: (71) 
3283-7615. 

 
Consentimento Pós–Informação  
Eu,___________________________________________________________, fui informado 
sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboração, e entendi a 
explicação. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que não vou ganhar nada e 
que posso sair quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serão ambas assinadas 
por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nós.  
 
Assinatura do voluntário ou seu responsável legal          
______________________________  
 
Assinatura do orientador responsável                         Assinatura do aluno (a) pesquisador   
______________________________                       _____________________________ 



 
 

 

Processos Interativos dos Órgãos e Sistemas
Avenida Reitor Miguel Calmon s/n 

  

Instituto de Ciências da Saúde 
Programa de Pós-Graduação 

Processos Interativos dos Órgãos e Sistemas 
Avenida Reitor Miguel Calmon s/n - Vale do Canela. CEP: 40110

Salvador, Bahia, Brasil 
 

http://www.ppgorgsistem.ics.ufba.br 
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