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Resumo 

 

Avaliação e descrição comparativa de métodos diagnósticos da 

esquistossomose e estudos de variabilidade genética de Schistosoma 

mansoni 

 

A esquistossomose é uma infecção que afeta cerca de 240 milhões de pessoas no 

mundo, e estima-se que mais de 700 milhões de pessoas vivam sob risco de 

infecção em áreas endêmicas. A visualização direta de ovos do parasito nas fezes 

do indivíduo infectado é o diagnóstico confirmatório, entretanto, resultados negativos 

não descartam a ocorrência de infecção, principalmente em áreas de baixa 

endemicidade, onde os indivíduos apresentam baixas cargas parasitárias, 

consequentemente, quantidade diminuída de ovos nas fezes, podendo levar a 

prevalências subestimadas, ou resultados falsos negativos quando aplicados 

métodos diagnósticos de baixa sensibilidade. Este foi um trabalho de critério 

amostral por conveniência, desenvolvido na localidade Candeal, Estância, Sergipe 

(Brasil), e teve como objetivo principal, avaliar métodos diagnósticos da 

esquistossomose mansônica no maior grupo amostral abordado fora do continente 

africano, utilizando como referência o método Helmintex, e estudar a diversidade 

genética entre isolados de S. mansoni geograficamente distintos. Os métodos 

utilizados na avaliação comparativa foram: Helmintex, Kato-Katz, teste rápido de 

urina POC-CCA e Western Blot utilizando o antígeno microssomal de vermes adultos 

(MAMA). As estimativas de prevalência encontradas foram de 40,6% (Helmintex), 

11,9% (Kato-Katz), e 71,6% (POC-CCA). O Western Blot foi testado em um 

subgrupo de indivíduos infectados e não infectados, apresentando resultado de 

76,8% de prevalência versus 56,5% diagnosticado pelo Helmintex, demonstrando a 

ocorrência de resultados falsos positivos, identificados majoritariamente em 

amostras com cargas parasitárias inferiores a 1 ovo por grama de fezes. Os 

resultados obtidos confirmam que o método Helmintex apresenta a maior 

sensibilidade na detecção de infecção por S. mansoni entre os métodos disponíveis, 

especialmente em situações de baixa carga parasitária, podendo ser utilizado como 

método de referência do diagnóstico da esquistossomose mansônica. As análises de 

diversidade genética abordaram cinco diferentes regiões brasileiras, e demonstram a 

presença de dois haplótipos, apontando para a ausência de diversidade genética 

significativa entre isolados dos Estados de Sergipe, Minas Gerais, Rio de Janeiro e 

Rio Grande do Sul. Quando comparadas geneticamente a isolados africanos, os 

isolados apresentaram maiores similaridades genéticas com amostras de Senegal e 

Nigéria, sugerindo a possível origem e diversificação dos parasitos hoje ocorrentes 

no Brasil, nestas regiões. 

Palavras-chave: Esquistossomose, Schistosoma mansoni, Helmintex, diagnóstico. 

 



 
 

Abstract 

 

Evaluation and comparative description of schistosomiasis diagnostic 

methods and genetic variability studies of Schistosoma mansoni 

 

Schistosomiasis is an infection that affects about 240 million people worldwide, and it 

is estimated that more of 700 million people are at risk of infection in endemic areas. 

The direct visualization of the parasite eggs in the feces is the confirmatory 

diagnosis, however, negative results do not rule out the occurrence of infection, 

especially in areas of low endemicity, where the individuals present low parasitic 

burden, consequently, may lead to underestimated prevalence or false negative 

results when low sensitivity diagnostic methods are applied. This was a convenience 

criteria study, developed in Candeal, Estância, Sergipe (Brazil), and had as main 

objective to evaluate the diagnostic methods of schistosomiasis mansoni in the 

largest sampled group outside the African continent, using the Helmintex has 

reference method, and to study the genetic diversity between Schistosoma mansoni 

isolates. The methods used in the comparative evaluation were: Helmintex, Kato-

Katz, POC-CCA urine rapid test and Western Blot using the adult microsomal antigen 

(MAMA). The prevalence estimates were 40.6% (Helmintex), 11.9% (Kato-Katz), and 

71.6% (POC-CCA), respectively. Western Blot was tested in a subgroup of infected 

and uninfected individuals, presenting a 76.8% prevalence result, versus 56.5% 

diagnosed by Helmintex, demonstrating the occurrence of false positive results, 

identified mainly in samples with lower parasitic burdens to 1 egg per gram of feces. 

The results obtained confirm that Helmintex method presents the highest sensitivity 

in the detection of S. mansoni infection among the available methods, especially in 

situations of low parasitic burden, and it can be used as a reference method for the 

diagnosis of schistosomiasis. Genetic diversity analysis addressed five different 

Brazilian regions and demonstrated the presence of two haplotypes, pointing to the 

absence of significant genetic diversity among isolates from the states of Sergipe, 

Minas Gerais, Rio de Janeiro and Rio Grande do Sul. When compared genetically to 

African isolates, the samples presented greater genetic similarities with samples from 

Senegal and Nigeria, suggesting the possible origin and diversification of the 

parasites that currently occur in Brazil, in these African regions. 

 

Key words: Schistosomiasis, Schistosoma mansoni, Helmintex, diagnosis. 
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Apresentação 

 

A presente Tese de Doutorado é composta por três capítulos, e cada um deles 

é constituído por manuscritos publicados ou a serem submetidos a periódicos 

científicos, onde estão descritos os resultados obtidos neste trabalho. Inicialmente, a 

generalidade dos temas abordados nesta Tese é introduzida, juntamente com 

objetivos gerais e justificativas. Posteriormente, são apresentados os capítulos 

específicos, demonstrando os resultados encontrados em cada foco experimental 

proposto.  

O Capítulo I apresenta a análise comparativa e o desempenho apresentado por 

três diferentes métodos diagnósticos da esquistossomose mansônica em uma área 

de alta prevalência no nordeste do Brasil. Os dados obtidos neste estudo estão 

compilados no manuscrito “Study of diagnostic accuracy of Helmintex, Kato-

Katz, and POC-CCA methods for diagnosing intestinal schistosomiasis in 

Candeal, a low intensity transmission area in northeastern Brazil”, publicado no 

periódico PLoS Neglected Tropical Diseases em março de 2018. Neste estudo, foi 

analisado um grande número de amostras humanas para avaliar o desempenho dos 

métodos Helmintex, Kato-Katz e POC-CCA. Os resultados obtidos permitiram a 

determinação dos limites de detecção da infecção de acordo com as cargas 

parasitárias apresentadas, e a consequente demonstração de um método passível 

de ser considerado padrão ouro no diagnóstico da esquistossomose. 

O Capítulo II apresenta a avaliação de desempenho do método Western Blot 

utilizando o antígeno microssomal de vermes adultos (MAMA) para o diagnóstico da 

esquistossomose, frente aos resultados obtidos com o método Helmintex. Neste 

capítulo estão descritos os principais resultados obtidos, que após o término das 

análises irão compor o manuscrito “Evaluating an adult microsomal antigen 

(MAMA) to detect Schistosoma mansoni infection in a highly endemic area in 

Candeal, Sergipe (Brazil).” Para a realização deste estudo foram selecionados 

soros de pessoas infectadas e não infectadas, cujos resultados foram analisados de 

acordo com as cargas parasitárias demonstradas pelo método Helmintex. 

O Capítulo III é composto por estudos de diversidade genética de isolados 

brasileiros de Schistosoma mansoni, em comparação a isolados africanos 



 
 

depositados na Schistosomiasis Collection. Estes estudos foram desenvolvidos 

durante o período de Doutorado Sanduíche na Divisão de Parasitos e Vetores do 

Natural History Museum of London. O Capítulo apresenta os principais achados, que 

após término das análises serão compilados no manuscrito intitulado “Genetic 

diversity within Schistosoma mansoni: DNA barcoding reveals one genetic 

group in Brazil”. Para realização do estudo, foram utilizadas amostras de vermes, 

cercárias, miracídios e ovos de S. mansoni provindos de duas regiões do Estado de 

Sergipe, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Os resultados obtidos 

demonstram a ocorrência de um único grupo genético de parasitos no Brasil, com 

similaridade genética relacionada a isolados do Senegal e Nigéria. Os dados 

sugerem a inserção e dispersão parasito no Brasil, a partir do período de migração 

entre os dois continentes. 

Os Capítulos II e III apresentam os resultados redigidos em português, os quais 

serão traduzidos e formatados, para posterior submissão aos periódicos The 

American Journal of Tropical Medicine and Hygiene e International Journal for 

Parasitology, respectivamente. 

 Por fim, a presente Tese possui um anexo, no qual estão descritos os 

aprendizados e experiências obtidos durante o Doutoramento, contemplando as 

vivências de campo, as colaborações com grupos externos e os manuscritos 

desenvolvidos em coautoria. Por fim, são apresentadas as considerações finais e 

perspectivas.  

A banca examinadora é composta por: Dra. Sílvia Dias de Oliveira (Escola de 

Ciências - Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul), Dra. Marilise 

Brittes Rott (Instituto de Ciências Básicas da Saúde - Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul) e Dr. Martin Johannes Enk (Laboratório de Parasitoses Intestinais e 

Malacologia - Instituto Evandro Chagas). 
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1. Introdução 
 

1.1 Schistosoma mansoni 
 

O Schistosoma mansoni Sambon, 1907, é um trematódeo digenético 

pertencente ao filo Plathyhelminthes, Classe Trematoda, Ordem Strigeiforme, 

Superfamília Schistosomatoidea e Família Schistosomatidae (Silva et al, 2008). O S. 

mansoni apresenta diferenças marcantes em relação aos demais trematódeos, uma 

vez que os indivíduos possuem dimorfismo sexual (Figura 1), embora tenham 

evoluído a partir de ancestrais hermafroditas (Combes, 1990). 

Considerando as características morfológicas dos vermes adultos, a presença 

e posição de espículo nos ovos, as características do ciclo biológico e as 

especificidades pelos hospedeiros intermediários e definitivos, as espécies do 

gênero Schistosoma podem ser divididas em quatro grupos distintos, a saber: Grupo 

japonicum (S. japonicum, S. sinensium, S. mekongi e S. malayensis); Grupo 

haematobium (S. haematobium, S. bovis, S. mattheei, S. margrebowiei, S. 

intercalatum e S. leiperi; Grupo indicum (S. indicum, S. spindale, S. incognitum e S. 

nasale) e Grupo mansoni (S. mansoni, S. rodhaini; S. hippopotami e S. edwardiense) 

(Silva et al, 2008). 

Figura 1: Vermes macho e fêmea de Schistosoma mansoni vistos em 
microscópio eletrônico. 

 

Fonte: //www.sciencemag.org. 
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As principais espécies causadoras de infecções em humanos são S. 

haematobium, causadora de infecções no trato gênito-urinário, S. japonicum e S. 

mansoni, responsáveis por infecções intestinais, sendo o último o único agente 

etiológico encontrado no Brasil (Center for Disease Control and Prevention, 2018). 

Estes possuem ciclo de vida heteróxeno, necessitando de um hospedeiro 

intermediário e um hospedeiro definitivo para completar seu desenvolvimento. 

Segundo Combes (1990), inicialmente estes parasitos se adaptaram a roedores, e 

diante das pressões evolutivas, ampliaram seus hospedeiros definitivos aos primatas 

não-humanos e atualmente aos humanos. 

 

1.2 Ciclo de vida de Schistosoma mansoni 

 

Os ovos de S. mansoni são bastante característicos. Medindo cerca de 150 µm 

de comprimento e 65 µm de largura, apresentam um formato “ovóide”, porção 

posterior mais volumosa, e um espinho lateral conspícuo e agudo, sendo esta uma 

característica confirmatória da presença do parasito em visualização microscópica. 

Cerca de 300 ovos imaturos são eliminados pelas fêmeas diariamente, no interior 

das veias mesentéricas inferiores. Estes atravessam o endotélio e membrana basal 

das veias, e após atravessam o epitélio do intestino, sendo excretados no meio 

externo juntamente com as fezes do hospedeiro definitivo (Rey, 2001). Acredita-se 

que cerca de 50% do total de ovos postos conseguem percorrer o caminho até 

serem expelidos, completando assim o ciclo de vida (DeWalick et al, 2011). Após 

serem eliminados no meio, a sobrevida dos ovos depende de fatores como 

consistência das fezes e temperatura do meio (Silva et al, 2008). 

Após eclosão dos ovos, os miracídios nadam livremente até encontrarem o 

hospedeiro intermediário, moluscos aquáticos, em especial os do gênero 

Biomphalaria (Machado e Silva et al, 2008). Ao entrarem em contato direto com o 

molusco, os miracídios penetram em suas partes moles através de seus movimentos 

circulares. Durante as fases seguintes do desenvolvimento no interior do molusco, 

as células germinativas se reproduzem e sofrem diferenciação, mantendo o sexo do 

miracídio que as originou. Estima-se que um único miracídio pode gerar de 100 a 

300 mil cercárias (Silva et al, 2008).  
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As cercárias apresentam cerca de 500 µm de comprimento, e uma organização 

complexa. Seu corpo alongado e cilíndrico, com uma cauda bifurcada é fundamental 

para seu deslocamento na água. A luz e o calor são fatores essenciais à eliminação 

das cercárias, ocorrendo preferencialmente nas horas mais claras do dia. Quando 

liberadas no meio, as cercárias respondem a diversos fatores ambientais, entretanto 

é consensual que quanto maior a atividade de locomoção na água, maior a 

probabilidade de encontrar o hospedeiro vertebrado, não sendo ainda demonstrada 

atração direta entre parasito e hospedeiro (McKerrow, 2003).   

Uma vez ocorrida a penetração no hospedeiro vertebrado, o tegumento se 

especializa em absorver e secretar substâncias, em consequência da alteração do 

meio aquático para o meio complexo do hospedeiro, que, consequentemente, atuam 

como alvo de reações imunológicas do hospedeiro definitivo. Após atravessar a 

pele, e transformar-se em esquistossômulo, o parasito se desloca da epiderme em 

direção à derme, migra através da via sanguínea ou linfática até os pulmões, de 

onde se desloca, após dois ou três dias, para o fígado. Neste órgão os vermes 

adultos acasalam e migram para as veias mesentéricas do intestino, onde as fêmeas 

passam a liberar os ovos. Parte destes, quando liberados na luz intestinal, é 

eliminada juntamente com as fezes do hospedeiro, dando continuidade ao ciclo 

(Lenzi et al, 2008) (Figura 2). 
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Figura 2: Ciclo biológico de Schistosoma spp. 
 

 

Fonte:  Adaptado de https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html.  
 
 
 
 

1.3 Características genéticas de Schistosoma mansoni e o uso de marcadores 
moleculares no estudo de diversidade genética 

 
 

O S. mansoni apresenta um genoma diplóide, formado por sete pares de 

cromossomos autossômicos e um par de cromossomos sexuais. As fêmeas são 

heterogaméticas, contendo um par de cromossomos ZW, enquanto os machos 

possuem o par ZZ (Short & Grossman, 1981).  

O complexo de genes codificantes do RNA ribossomal (rRNA) foi a primeira 

região de DNA repetitiva descrita para S. mansoni. Este complexo, caracterizado 

como uma unidade repetida em tandem apresenta abudância em torno de 100 

unidades a cada genoma haplóide. Desta forma, cada uma destas unidades codifica 

os três grupos conservados de rRNA eucarióticos (5,8S, 18S e 28S), intercaladas 

com DNA não transcrito (Simpson et al, 1984). A família de rRNA é polimórfica e 

apresenta cerca de 10% das unidades repetitivas, demonstrando heterogeneidade 

no tamanho destas sequências (Simpson et al, 1984).  Desta forma, o estudo das 

https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html
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sequências de rDNA nuclear e rDNA mitocondrial (16S) de diversas espécies de 

Schistosoma são utilizados como alvo no desenvolvimento de fármacos que agem 

no bloqueio de funções mitocondriais, por exemplo. O aumento da disponibilidade de 

sequências completas de DNA mitocondrial também forneceu oportunidade de 

selecionar e desenvolver marcadores moleculares que permitiram a organização 

filogenética, além da discriminação interespecífica, entre isolados e até mesmo em 

populações de S. mansoni  (McManus & Hope, 1993; Lockyer et al, 2003; Ballard & 

Whitlock, 2004; Culleton et al, 2011). 

Dentre os marcadores mitocondriais mais explorados e conhecidos atualmente, 

ganha destaque na aplicação em estudos de genética animal o gene citocromo C 

oxidase subunidade I (Cox I) (Bueno-Silva, 2012). As altas taxas evolutivas 

apresentadas por este marcador e o fato de este ser “espécie-específico” 

contribuíram para que se tornasse um marcador universal aplicado em análises 

moleculares, permitindo sua utilização em estudos de taxonomia, filogeografia, 

código de barras genético, reconstrução e esclarecimento da história demográfica e 

diversificação adaptativa de inúmeras espécies (Hebert et al, 2003).  

Em espécies de platelmintos com hábito parasitário (Neodermata), os genes 

codificadores de mtDNAs são altamente conservados. A exemplo disto, já foram 

caracterizados cestodas, e grande parte dos trematódeos descritos, compartilhando 

o mesmo arranjo genético (Park et al, 2007). Entretanto, alterações notáveis na 

ordem dos genes entre taxa próximos foram descritas em estudo de mtDNAs de 

parasitos do gênero Schistosoma (Platyhelmintes: Digenea) (Webster & Littlewood, 

2012). Anteriormente a este trabalho, Le e colaboradores (2000) descreveram 

arranjos genéticos de S. japonicum e S. mansoni, demonstrando diferenças 

marcantes entre as espécies, sendo que S. japonicum apresentou características 

mais próximas a outros cestodas, enquanto S. mansoni se distanciou geneticamente 

do grupo. Em outro estudo, quando realizada comparação pareada entre mtDNAs, 

foram demonstradas alterações na sequência de DNA através de eventos de 

translocação e rearranjos de genes, ordenando as espécies S. japonicum, S. 

malayensis e S. mekongi como plesiomórficas em comparação com os genomas 

modificados, considerados derivados (Littlewood et al, 2006).   

As variações ocorrentes nos mtDNAs destes parasitos têm sido muito utilizadas 

em estudos sistemáticos e de caracterização de novos isolados, uma vez que 

podem demonstrar ocorrências de alterações genéticas raras e particulares de cada 
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cepa (Boore & Fuerstemberg, 2008). A utilização de técnicas relativamente simples, 

como o sequenciamento genético de diferentes amostras de vermes adultos de 

Schistosoma e comparação dos achados frente a banco de dados pode estabelecer 

o ordenamento mitocondrial entre os genes, classificando filogeneticamente os 

diferentes isolados deste gênero, podendo esclarecer as alterações ocorridas 

durante a radiação evolutiva de Schistosoma (Morgan et al, 2003; Webster & 

Littlewood, 2012). 

Além das características genéticas particulares entre as cepas de Schistosoma, 

o comportamento dos parasitos em seus hospedeiros também se mostra particular e 

característico conforme o isolado em questão. Fatores como a migração pelo 

sistema porta-hepático (Valadares et al, 1981), dinâmica de eliminação de ovos nas 

fezes, e taxas de maturação de cercárias (Warren, 1967) já foram descritos para 

alguns isolados de S. mansoni, apresentando resultados distintos entre si (Valadares 

et al, 1981).    

 

2. Esquistossomose mansônica 

 

A esquistossomose, ou bilharzíase, é uma infecção que afeta cerca de 200 

milhões de pessoas mundialmente, e estima-se que mais de 700 milhões de 

pessoas vivam sob risco de contaminação em áreas endêmicas (World Health 

Organization, 2013). As manifestações clínicas podem apresentar sintomas agudos 

ou crônicos, dependendo do estágio de infecção. Nas formas leves, os indivíduos 

infectados podem permanecer assintomáticos por longos períodos, especialmente 

nas áreas endêmicas, submetidos a tratamentos constantes. As formas crônicas da 

doença são menos comuns, e geralmente se apresentam com quadro de 

hepatoesplenomegalia e outros sinais de hipertensão porta (Ministério da Saúde, 

2014), resultando em níveis de morbidade significativos, e impactos 

socioeconômicos e na saúde de comunidades empobrecidas (Weerakoon et al, 

2015).   

A esquistossomose mansônica apresenta ampla ocorrência, estando presente 

em 56 países distribuídos pela África, Oriente Médio, Índias Ocidentais e América do 

Sul (WHO, 2018). Evidências apontam para uma possível origem asiática do 

parasito, com dispersão para África, e após, para outros países (Lawton et al, 2011). 

As regiões mais propícias à infecção são classicamente caracterizadas por 
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apresentar condições sanitárias ausentes ou precárias, aliadas a altos níveis de 

pobreza e baixos níveis de educação. No Brasil, estima-se que 1,5 milhão de 

pessoas estejam infectadas pelo parasito. Entre os anos de 2008 e 2016, programas 

de vigilância da esquistossomose examinaram cerca de 9 milhões de indivíduos. 

Durante este período, 4.473 óbitos foram registrados, totalizando cerca de 500 

óbitos anuais pela doença (Ministério da Saúde, 2017). 

A introdução da esquistossomose se deu através do tráfico de escravos 

provindos da costa ocidental africana, que ingressaram no país principalmente pelos 

portos de Recife e Salvador, e tinham como destino o trabalho nas lavouras de 

cana-de-açúcar do nordeste brasileiro. Partindo destas regiões, a doença se 

expandiu primeiramente ao restante da região nordeste do país, formando extensas 

áreas de transmissão entre os Estados da Bahia e Rio Grande do Norte. Anos mais 

tarde, com o início do ciclo do ouro, o intenso fluxo migratório introduziu a endemia 

nos estados do sudeste brasileiro (MS, 2013).  Somando-se a estes, atualmente 

existem focos isolados de transmissão nos Estados do Rio de Janeiro, São Paulo, 

Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (MS, 2013). Uma vez introduzida, e 

tendo encontrado condições ambientais e hospedeiros intermediários favoráveis à 

transmissão (caramujos do gênero Biomphalaria, das espécies Biomphalaria 

straminea, B. glabrata e B. tenagophila), a esquistossomose constituiu um 

importante problema de saúde pública, onde áreas endêmicas e focais abrangem 19 

das 27 Unidades Federadas (MS, 2013).  

 

3. Diagnóstico 

 

A visualização direta de ovos do parasito nas fezes do indivíduo infectado é o 

diagnóstico confirmatório para esquistossomose. Entretanto, resultados negativos 

não descartam a ocorrência de infecção, em especial nas áreas de baixa 

endemicidade, onde os indivíduos apresentam baixas cargas parasitárias, 

resultando em quantidade diminuída de ovos nas fezes, podendo levar a 

prevalências subestimadas, prejudicando o controle da doença (Enk et al, 2008). 

Além dos métodos parasitológicos, existem outros métodos diagnósticos 

disponíveis, a saber: Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), através da detecção 

de DNA do parasito nas fezes do hospedeiro (Sandoval et al, 2006), e detecção 

direta de antígenos no soro e na urina (Van Lieshout et al, 2000; Cesari et al, 2005). 
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Os últimos, entretanto, embora apresentem alguma eficácia, não demonstram a 

intensidade da infecção (em especial nas áreas de baixa endemicidade). Quando 

utilizadas técnicas sorológicas, outro fator agravante é a memória imunológica 

adquirida, o que implica na possibilidade de resultados falso-positivos após o 

tratamento e cura da infecção (Weerakoon et al, 2015). 

 

3.1 Métodos parasitológicos 

 

Os métodos parasitológicos mais utilizados incluem etapas de filtração, 

concentração e visualização do sedimento fecal em microscopia óptica.  Apresentam 

diversas vantagens quando comparados a métodos moleculares e sorológicos, 

destacando-se o baixo custo operacional e a praticidade de execução, podendo ser 

realizados em trabalhos de campo e/ou em situações de infraestrutura laboratorial 

escassa. 

A técnica descrita por Lutz (1919) e aperfeiçoada por Hoffmann e 

colaboradores (1934), conhecida como Método da Sedimentação Espontânea 

(Hoffmann et al, 1934) permite a detecção, mas dificulta a quantificação dos ovos 

nas fezes. Por ser de fácil aplicação e apresentar baixo custo na execução, é 

comumente aplicada em rotinas laboratoriais. O método de centrifugação em éter 

etílico (Blagg et al, 1955) também pode ser utilizado para diagnosticar 

esquistossomose (somente qualitativo), entretanto é pouco aplicado em estudos 

populacionais. Esta técnica é baseada na sedimentação dos ovos por meio de um 

líquido de baixa densidade, usando a força gerada pela centrifugação. 

A técnica de Kato-Katz é um método parasitológico amplamente utilizado, e 

recomendado pela Organização Mundial da Saúde em serviços de saúde e estudos 

epidemiológicos para diagnóstico de esquistossomose intestinal. O método consiste 

na clarificação de fezes frescas (42 mg) comprimidas em um orifício de um molde 

plástico e contra-coradas com verde de malaquita (Katz et al, 1972). A 

especificidade do método é próxima a 100%, entretanto sua sensibilidade varia 

conforme a intensidade da infecção. Outros fatores que afetam a sensibilidade da 

técnica são o número de amostras analisadas e número de lâminas preparadas para 

observação (Gray et al, 2011). Por este motivo a técnica apresenta bom 
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desempenho no diagnóstico de infecções com cargas parasitárias moderadas a 

altas. Entretanto, quando aplicado em áreas de baixa endemicidade, sua utilização 

pode apresentar resultado falso-negativo, deixando de diagnosticar casos de baixa 

carga parasitária, com consequente subestimativa das taxas de prevalência, quando 

empregado em estudos epidemiológicos (Enk et al, 2008). 

O método de gradiente salino consiste na sedimentação diferencial de 500mg 

de fezes, que transitam por meio de um lento e contínuo fluxo de solução salina a 

3% durante o período de aproximadamente uma hora. Este método tem apresentado 

maior sensibilidade em estudos de campo quando comparado ao método de Kato-

Katz (Coelho et al, 2009). 

Um importante avanço na aplicação de métodos parasitológicos foi o 

desenvolvimento do método Helmintex (HTX), técnica coproparasitológica 

desenvolvida para aumentar a sensibilidade de métodos com detecção direta de 

ovos.  O método, desenvolvido pelo Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS, 

apresenta sensibilidade de 100% para cargas de ovos superiores a 1,3 ovos por 

grama de fezes, e consiste no processamento de 30 g de material fecal, através de 

uma sequência de passos de filtragem e concentração, que é finalizado com o 

isolamento dos ovos através da interação com esferas superparamagnéticas em um 

campo magnético (Teixeira et al, 2007). Em adição a isto, Favero e colaboradores 

(2017) recentemente propuseram uma otimização do método HTX, o tornando 

menos trabalhoso, reduzindo o tempo na sua aplicação e leitura ao microscópio 

óptico. 

 

3.2 Métodos imunológicos 

 

Técnicas de imunodiagnóstico podem ser aplicadas na detecção de antígenos 

circulantes do parasito, ou então na detecção de anticorpos produzidos pelo 

hospedeiro, sendo que as preparações antigênicas são, em sua maioria, produzidas 

a partir dos variados estágios de vida do parasito. Dificuldades como produtividade e 

obtenção dos antígenos, elevada instabilidade em condições simples de estocagem, 

capacidade antigênica, especificidade e o alto custo financeiro são alguns aspectos 
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que dificultam a aplicação de testes sorológicos em largas escalas (Doenhoff et al, 

2004). 

As moléculas antigênicas mais utilizadas são produzidas a partir de extratos 

brutos, preparados através da ruptura dos tecidos de vermes adultos, larvas ou 

ovos. O “soluble worm adult protein” (SWAP) é a fonte mais abundante e de fácil 

obtenção de material antigênico (Doenhoff et al, 2004). O “soluble egg antigen” 

(SEA) apresenta elevado número de frações antigênicas, apesar de somente a 

minoria desses compostos serem liberados por ovos viáveis (Ashton et al, 2001). 

Embora os antígenos SWAP e SEA apresentarem vantagens na produção e 

obtenção de moléculas antigênicas, estas moléculas apresentam limitações devido à 

ocorrência de reações cruzadas, uma vez que antígenos brutos contêm frações 

antigênicas compartilhadas entre diversos parasitos, limitando sua capacidade 

diagnóstica. Esta limitação, aos poucos, tem sido minimizada com a utilização de 

antígenos imunoquimicamente purificados, capazes de capturar anticorpos, 

conferindo maior especificidade e assim, sendo aplicados em técnicas imunológicas. 

A exemplo disto está o “adult microsomal antigen” (MAMA). Este antígeno é 

considerado uma boa molécula-alvo, devido às baixas taxas de reatividade cruzada 

apresentadas (Tsang et al, 1983) e capacidade de discriminar a fase aguda da 

doença (Tsang et al, 1984). Atualmente, o antígeno MAMA é utilizado pelo Center 

for Disease Control and Prevention (EUA) na triagem de pacientes que estiveram em 

áreas endêmicas de esquistossomose, e em casos onde testes de fezes e urina 

apresentam diagnóstico inconclusivo. 

Antígenos excretados ou secretados pelo S. mansoni são bons indicadores de 

infecções ativas, reduzindo a possibilidade de resultados falso-positivos. Atualmente, 

os estudos utilizando antígenos circulantes têm como alvo dois principais 

componentes: CCA (Antígeno Catódico Circulante) e CAA (Antígeno Anódico 

Circulante). Inicialmente, o método utilizado para sua detecção foi o método de 

ELISA, com uso de amostras de soro (Polman et al, 1998; Al-Sherbiny et al, 1999). 

Anos mais tarde, a aplicação de uma técnica com reconhecimento de uma porção 

glicídica do CCA foi descrita, capaz de detectar este antígeno na urina (Vam Dam et 

al, 2004). A utilização deste método vem sendo testada em áreas endêmicas para a 

detecção de infecções ativas, uma vez que após o tratamento quimioterápico sua 

concentração reduz rapidamente no hospedeiro (Van't Wout et al, 1992; Van 

Lieshout et al, 1993). Entretanto, resultados apontam que a acurácia do POC-CCA 
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pode estar equivocada, especialmente em áreas com ocorrência de múltiplas 

infecções por Schistosoma (Obeng et al, 2008; Ashton et al, 2011; Sanneh et al, 

2017), ou ainda quando o teste é aplicado em áreas de baixa endemicidade ou em 

casos de baixa carga parasitária (Peralta & Cavalcanti, 2018).  

 

4. Local de estudo: obtenção de material biológico e processamento de dados 

 

Os materiais biológicos (sangue, fezes e urina) utilizados nas análises 

comparativas de métodos diagnósticos descritos nos Capítulos I e II desta Tese 

foram coletadas na localidade Candeal, município de Estância, Sergipe, Brasil. 

Localizado na latitude 11º 16' 06"S e longitude 37º 26' 18"W, o município possui 

aproximadamente 64.000 habitantes, com área de 644 Km² (IBGE, 2015). O clima 

do município é tropical, com médias anuais em torno dos 30°C.   

A comunidade Candeal é composta por aproximadamente 700 moradores, 

localizada ao sul do município, nas margens da rodovia federal (BR 101) e do rio 

Piautinga. A escolha da localidade se deu pela alta prevalência de casos de 

esquistossomose, com hipótese de ocorrência de ampla variação na intensidade da 

infecção, onde indivíduos da mesma região geográfica apresentam baixa, média e 

alta carga parasitária (Informação pessoal – Equipe de Controle de Endemias, 

Secretaria Municipal de Saúde de Estância; comunicação pessoal Dr. Carlos Graeff 

Teixeira). Os estudos a seguir descritos contaram, para sua realização, com apoio 

da Secretaria de Municipal de Saúde de Estância e da Unidade Básica de Saúde 

Clóvis Franco (Estância, Sergipe).  

Foram incluídos no estudo indivíduos acima de um ano de idade, que após 

orientação e esclarecimentos sobre a pesquisa, tiveram acesso ao Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), composto por duas vias, permanecendo 

uma de porte do participante (ou seu representante legal no caso de menores de 18 

anos) e outra do Grupo de Pesquisa de Parasitologia Biomédica da PUCRS. Após 

assinatura dos termos, foram realizadas coleta de fezes, urina e sangue, as quais 

foram processadas e submetidas às análises subsequentes. 

Os resultados de exames de fezes (confirmatório para a infecção por S. 

mansoni) foram distribuídos à população participante do projeto, que recebeu 

informações sobre o desenvolvimento da infecção e orientações sobre o tratamento. 
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Para a realização dos estudos descritos no Capítulo III desta tese, foram 

utilizadas amostras de cercárias, miracídios e ovos provindos da localidade Candeal, 

obtidos durante a realização deste projeto. As amostras oriundas do município de 

Propriá (SE), e dos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais foram obtidas com a 

colaboração entre a Secretaria Estadual de Saúde de Sergipe, a Universidade 

Federal de Minas Gerais e a Fundação Oswaldo Cruz, respectivamente.  

As amostras representativas do Estado do Rio Grande do Sul foram 

originalmente isoladas no município de Esteio, cujo ciclo biológico é mantido no 

Laboratório de Biologia Parasitária da Escola de Ciências da PUCRS. Os 

hospedeiros intermediários utilizados são moluscos da espécie Biomphalaria 

glabrata, cujas cercárias liberadas são utilizadas para infecção de camundongos 

Swiss, fazendo parte da rotina laboratorial. O projeto de manutenção dos animais 

infectados para experimentação conta com a devida aprovação da Comissão de 

Ética no Uso de Animais da PUCRS (Registro 15/00443), e registrado sob o título 

“Manutenção do ciclo e produção de antígenos diagnósticos dos helmintos: 

Schistosoma mansoni, Angiostrongylus cantonensis e A. costaricensis”.  
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5. Objetivos 

 

5.1 Objetivo geral 

 

Avaliar métodos diagnósticos da esquistossomose mansônica, tomando como 

referência o método Helmintex e estudar a diversidade genética entre isolados de S. 

mansoni geograficamente distintos. 

 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

5.2.1 Comparar o desempenho entre os métodos parasitológicos Helmintex e Kato-

Katz em uma população de área endêmica com alta intensidade de 

transmissão da parasitose, com estratificação de cargas parasitárias; 

 

5.2.2 Comparar o desempenho entre os testes parasitológicos Helmintex e Kato-

Katz com resultados apresentados pelo teste rápido de urina POC-CCA; 

 
 

5.2.3 Descrever a distribuição de cargas parasitárias em uma população residente 

em área endêmica de alta prevalência;  

 
5.2.4 Analisar o desempenho de teste sorológico Western Blot empregando o 

antígeno microssomal de vermes adultos (MAMA) frente aos resultados 

obtidos pelo método Helmintex; 

 
5.2.5 Demonstrar a aplicação do método Helmintex como método de referência no 

diagnóstico da esquistossomose, através da análise comparativa 

desenvolvida no maior número de amostras coletadas fora do continente 

africano; 

 
 

5.2.6 Realizar estudos de diversidade genética entre cinco isolados de diferentes 

regiões brasileiras, em comparação a isolados africanos depositados na 

Schistosomiasis Collection do Natural History Museum of London. 
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6. Justificativa 

 

A comparação entre métodos diagnósticos da esquistossomose é atualmente 

uma proposta abordada por diferentes grupos de pesquisa no Brasil e no mundo. O 

presente estudo apresenta dados comparativos utilizando o maior número amostral 

até então obtido para uma área endêmica de esquistossomose fora do continente 

africano. Em áreas de média ou alta prevalência, a estratificação de cargas 

parasitárias é um fator importantíssimo na comparação de desempenho dos 

métodos, viabilizando a análise de resultados obtidos em número composto por 

diferentes cargas parasitárias. Neste contexto, os resultados deste trabalho almejam 

demonstrar a fragilidade contida nos métodos diagnósticos utilizados atualmente, em 

especial, as falhas na diagnose de casos positivos de baixa carga parasitária.  

A inclusão de métodos imunológicos na comparação (POC-CCA e antígeno 

MAMA) nos permite estimar a especificidade, sensibilidade e os resultados falsos 

positivos e negativos de cada método. Embasados no grande número amostral e 

nos resultados apresentados por este projeto, nosso objetivo maior é demonstrar a 

utilidade do método Helmintex como um método de referência no diagnóstico da 

esquistossomose mansônica, tendo em vista que até o momento, nosso teste é o 

mais sensível descrito.  

A necessidade de um teste diagnóstico sensível e específico é de extrema 

importância tanto na aplicação em levantamentos epidemiológicos, quanto no 

acompanhamento do tratamento e cura da esquistossomose mansônica. Neste 

sentido, o método Helmintex têm apresentado excelentes resultados quando 

comparado a outras metodologias parasitológicas (Caldeira et al, 2012; Pinheiro et 

al, 2012; Oliveira et al, 2018; Lindholz et al, 2018), e cada vez mais se mostra um 

teste sensível mesmo quando aplicado em situações de baixas cargas parasitárias. 

O número de ovos liberados nas fezes, as taxas de maturação das cercárias, 

e as características clínicas da infecção, podem apresentar variações de acordo com 

o isolado em questão (Warren, 1967; Valadares et al, 1981). Neste contexto, as 

análises genéticas abordadas neste estudo se justificam pela necessidade de 

compreensão sobre as características apresentadas nas diferentes áreas de 

ocorrência da esquistossomose no Brasil, especulando as possíveis rotas de 

inserção e dispersão do S. mansoni, através da comparação dos isolados brasileiros 

com isolados provenientes de diversas regiões da África. 
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Considerando os aspectos de diversidade genética propostos, cabe ressaltar 

que cepas provenientes de regiões geográficas distintas apresentam diferenças no 

desenvolvimento do parasito e na agressividade da infecção. Embora os espécimes 

de S. mansoni sejam considerados morfologicamente uniformes no tamanho dos 

vermes, é sabido que entre as cepas, as taxas de reprodução do parasito, a 

patogenicidade e suscetibilidade ao tratamento são variáveis (Allen et al, 2002). 

Estas características, potencialmente refletem as diferenças na estrutura genética 

populacional e suas adaptações ao meio ambiente. Um estudo desenvolvido no 

Senegal usando marcadores de microssatélites demonstrou a distribuição aleatória 

de variação genética entre parasitos de diferentes lugares e hospedeiros, 

confirmando a idéia de que um homem infectado potencialmente é um reservatório 

de sub-populações de Schistosoma (Broeck et al, 2014).    Assim, a ocorrência de 

variadas linhagens do parasito em uma mesma região tende a alterar a dinâmica de 

transmissão da infecção, podendo potencializar os níveis de patogenicidade e 

resistência a fármacos, uma vez que, na relação de convívio, a tendência natural é 

de que ocorra um processo de seleção genética, favorecendo fenótipos mais 

adaptados (MacManus et al, 2018). 
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Capítulo II 

 

Rascunho de manuscrito a ser submetido ao periódico The American Journal 

of Tropical Medicine and Hygiene, intitulado “Evaluating an adult microsomal 

antigen (MAMA) to detect Schistosoma mansoni infections in a highly endemic 

area in Candeal, Sergipe (Brazil).” 

 

 

1. Introdução 

 

A esquistossomose é uma das infecções parasitárias mais prevalentes no 

mundo, afetando cerca de 240 milhões de pessoas em mais de 76 países. Outros 

700 milhões de pessoas vivem sob risco de infecção na África, Ásia e América do 

Sul (WHO, 2013). Considerando a distribuição geográfica da esquistossomose e das 

populações afetadas, esta infecção é listada como uma doença tropical 

negligenciada e está associada à pobreza e a locais de saneamento ausentes ou 

inadequados. No Brasil, o único agente da doença é o Schistosoma mansoni, 

responsável pela esquistossomose intestinal. Esta espécie é endêmica das regiões 

Nordeste e Sudeste do país, embora locais de transmissão focal tenham sido 

relatados em outras regiões (Zoni et al, 2016). Como resultado, o Brasil é 

considerado o país da América Latina com os maiores números em focos de 

transmissão (Calasans et al, 2018). Durante o Inquérito Nacional de Prevalência da 

Esquistossomose mansoni e Geo-helmintoses, o Nordeste e o Sudeste do Brasil, 

foram as regiões que apresentaram as maiores taxas de positividade (1,27% e 

2,35% respectivamente). No Norte, a taxa de positivos foi de 0,01%, no Centro-

Oeste de 0,02% e no Sul de 0,0. Entretanto, ressalva-se que, em áreas de baixa 

endemicidade, onde os indivíduos infectados apresentam baixas cargas parasitárias, 

o método de Kato-Katz, aplicado na obtenção destas estimativas, subestima 

significativamente a prevalência real da infecção, pois somente 25 a 30% dos 

infectados são detectados (Katz, 2018), e, no Brasil, a grande maioria das áreas 

endêmicas pode ser classificada como de baixa endemicidade (abaixo de 10,0% 

com 2 lâminas de Kato-Katz). 

Nos últimos anos, estratégias globais de controle da esquistossomose foram 

desenvolvidas utilizando, principalmente, quimioterapia massiva em áreas 
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endêmicas. Esta metodologia tem se mostrado útil na redução da morbidade, mas 

não na eliminação da infecção pelo Schistosoma. O resultado desta estratégia foi o 

aumento dos casos com baixa carga parasitária, dificultando o diagnóstico pelos 

métodos classicamente utilizados. 

A detecção de ovos nas fezes é o método mais tradicional e específico para o 

diagnóstico da infecção pelo esquistossomo. Existem muitas variações de métodos 

parasitológicos. Atualmente, o método Helmintex (HTX) é o teste mais sensível 

aplicado em amostras humanas (Lindholz et al, 2018). Este método foi desenvolvido 

para aumentar a sensibilidade em métodos parasitológicos e, consequentemente, 

detectar especialmente infecções leves, abrangendo também o diagnóstico de 

infecções com média e alta cargas parasitárias (Teixeira et al, 2007). Este método é 

baseado em interações paramagnéticas entre ovos de S. mansoni e partículas 

superparamagnéticas em um campo magnético. Experimentos de semeadura 

demonstraram 100% de sensibilidade do método para cargas de ovos superiores a 

1,3 OPG (Teixeira et al, 2007). Outros métodos diagnósticos têm sido comumente 

testados, visando a aplicação em estudos de campo e no diagnóstico clínico, tais 

como métodos de detecção que empregam antígenos (Smith et al, 2012), anticorpos 

(Doenhoff et al, 2004) ou DNA (Pontes et al, 2002), que exibem alta sensibilidade 

mas reduzida especificidade em comparação com ensaios baseados em 

microscopia (Hinz et al, 2017). Os antígenos microssomais de vermes adultos 

(MAMA) são considerados boas moléculas-alvo para o diagnóstico sorológico, 

devido à alta especificidade e baixas taxas de reatividade cruzada (Tsang et al, 

1983), sendo destinados à promoção do diagnóstico espécie-específico nos casos 

de infecção ativa (Tsang et al, 1984). 

Este estudo tem como objetivo analisar o desempenho do antígeno 

microssomal de vermes adultos (MAMA) através do método Western Blot (WB), no 

diagnóstico da esquistossomose mansônica, em amostras de soro humano de área 

endêmica no nordeste do Brasil, utilizando como parâmetro para confirmação da 

infecção os resultados determinados pelo método Helmintex. 
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2. Materiais e Métodos 

 

Inquérito comunitário e considerações éticas: O estudo foi realizado na 

localidade Candeal, Município de Estância, Estado de Sergipe, Brasil. As amostras 

foram obtidas entre os meses de Outubro e Novembro de 2015. Um total de 138 

indivíduos residentes na localidade Candeal assinaram o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido para participar deste estudo. Foram incluídos como participantes 

os indivíduos maiores de um ano de idade, de maneira que para as crianças e 

adolescentes incluídos (com idade entre 1 e 17 anos), o Termo de Consentimento 

Informado foi obtido pelos pais ou responsáveis. A privacidade e a segurança dos 

participantes foram asseguradas, seguindo as normas e padrões estabelecidos pelo 

Comitê de Ética da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul. O projeto 

foi aprovado e registrado sob o protocolo número 48809715.1.0000.5336. 

 

Amostras de fezes: Uma amostra de fezes foi coletada por indivíduo. Cada 

participante recebeu um contêiner de 1 litro, e foi orientado a coletar uma evacuação 

completa. As amostras foram transportadas em caixas isolantes térmicas, e as 

fezes, processadas imediatamente após a chegada ao laboratório. O método HTX 

foi realizado conforme descrito por Favero et al. (2017). Foram utilizados 30 gramas 

de fezes dissolvidas e fixadas em solução de etanol a 10% Tween-20/70%. Após 30 

min, a suspensão foi passada através de uma malha metálica com abertura de 500 

μm. O material filtrado foi transferido para um frasco cônico, e lavado repetidamente 

até a obtenção de um sobrenadante límpido. A suspensão foi então sucessivamente 

peneirada através de malhas metálicas com aberturas de 150μm e 45μm, 

respectivamente, com a finalidade de reter os ovos do parasito. A fração retida na 

última peneira foi re-suspensa em uma solução de Acetato de Etila a 30% (v/v). 

Após homogeneização, a mistura foi centrifugada durante 10 min a 200 xg. O anel 

de resíduos no topo da fase aquosa (Ritchie, 1948) foi descartado e o pellet obtido 

foi transferido para um microtubo contendo 19 μL de partículas paramagnéticas de 

óxido de ferro (Bangs Labs, EUA). Esta mistura foi homogeneizada por 30 min com 

rotação orbital. Após, os microtubos foram colocados em um suporte magnético 

(Bangs Labs, EUA) durante 3 min. O material não aderido foi descartado antes dos 

tubos serem removidos do suporte magnético. Os sedimentos atraídos 

magneticamente foram ressuspensos em 100 µl de solução aquosa de NaCl a 0,9% 
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(p/v) e armazenados a 4°C até o momento da análise. Para a preparação das 

amostras para análise de microscopia, cada sedimento foi suspenso e corado 

solução de ninidrina 3% (Sigma-Aldrich, EUA) em etanol a 70% (v/v) e 

homogeneizado por pipetagem. As suspensões foram distribuídas uniformemente 

sobre papéis de filtro (UNIFIL, Brasil), identificados e analisados por microscopia 

óptica. 

 

Amostras de sangue: Quatro mL de sangue venoso foram coletados de cada 

participante. As amostras foram centrifugadas imediatamente após a sua chegada 

no laboratório de campo. O soro foi armazenado a -20˚C para transporte e após, 

conservado a -80˚C no Laboratório de Parasitologia Molecular da PUCRS. 

 

Diagnóstico sorológico de infecções pelo Schistosoma mansoni utilizando o 

método Western Blot: A análise sorológica das amostras foi realizada no 

Laboratório de Parasitologia Molecular da Pontifícia Universidade Católica do Rio 

Grande do Sul em Porto Alegre, Brasil. A reação de anticorpos à infecção pelo S. 

mansoni foi detectada pelo método Western Blot, utilizando antígeno microssomal 

de vermes adultos de Schistosoma mansoni (MAMA). As membranas impregnadas 

com antígeno MAMA foram produzidas pelo Centro de Controle e Prevenção de 

Doenças (CDC) em Atlanta, Geórgia, EUA utilizando protocolos estabelecidos por 

Tsang e colaboradores (1983; 1984), obtidas de acordo com colaboração 

previamente estabelecida entre ambas instituições. 

As amostras de soro foram diluídas em PBS-0,3% Tween/5% Milk Buffer, 

resultando numa diluição sérica final de 1:100. Os resultados foram determinados 

pela visualização direta das reações nas membranas com antígeno MAMA (30 kD), 

coradas com 3,3' diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB). Como controle positivo 

foram utilizadas duas amostras de soro humano de pacientes infectados, 

previamente identificados com alta carga parasitária de acordo com o método 

Helmintex. As amostras de soro foram testadas em lotes, separados de acordo com 

resultados previamente demonstrados pelo método Helmintex (Lindholz et al, 2018). 

Para desenvolvimento das análises, as amostras de soro foram divididas em dois 

grupos: a) amostras com resultado negativo no exame parasitológico confirmatório 
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Helmintex, e b) amostras com resultado positivo no método Helmintex. Estas últimas 

foram ainda subdivididas em grupos de acordo com a carga parasitária apresentada 

(indivíduos com carga menor que 1 OPG e indivíduos com carga parasitária igual ou 

maior que 1 OPG). Foram calculadas as estimativas de sensibilidade, 

especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acurácia utilizando 

o Microsoft Office Excel, com as seguintes fórmulas: sensibilidade = a/a+b; 

especificidade = d/c+a; valor preditivo positivo = a/a+c; valor preditivo negativo = 

d/b+d; acurácia = a+d/N, onde:  

a) n° de amostras positivas em HTX e positivas no WB;  

b) n° de amostras positivas em HTX e negativas no WB; 

c) n° amostras negativas em HTX e positivas no WB;  

d) n° amostras negativas em HTX e negativas no WB; 

N) total de amostras do ensaio. 

Os valores utilizados no cálculo de estimativa do intervalo de confiança foram 

extraídos da Tabela de Distribuição Normal Padrão (http://www.pucrs.br/famat/viali/). 

 

3. Resultados 

 

Um total de 138 amostras de soro foi analisado. Deste montante, 106 

amostras (76,8%) foram positivas e 32 amostras (23,2%) demonstraram resultado 

negativo para infecção por S. mansoni. No total, foram reconhecidos 78 casos 

verdadeiramente positivos, 22 verdadeiramente negativos, 10 (11,4%) falso-

negativos e 28 (56%) falso-positivos. Os parâmetros de desempenho de cada teste 

estão descritos na Tabela 1.  

 

 

 

 

http://www.pucrs.br/famat/viali/
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Tabela 1: Resultados obtidos em 138 amostras sorológicas testadas pelo antígeno 
microssomal de vermes adultos de S. mansoni em comparação aos resultados 
demonstrados pelo método Helmintex. 

 
Helmintex Helmintex 

  
  Positivo % Negativo % Total % 

       
MAMA (+) 78 88,6 28 56,0 106 76,8 

MAMA (-) 10 11,4 22 44,0 32 23,2 

       
Total 88 100,0 50 100,0 138 100,0 

 

 

Resultados previamente demonstrados pelo método Helmintex foram 

utilizados como referência para a confirmação da infecção por S. mansoni. Os soros 

de participantes com infecção ativa confirmados pelo método Helmintex foram 

analisados de acordo com a carga parasitária demonstrada pelo método 

parasitológico, sendo subdivididos em indivíduos com carga parasitária menor que 1 

OPG, e indivíduos com carga parasitária igual ou maior que 1 OPG.  

No grupo composto pelos participantes de baixa carga parasitária, do total de 

52 amostras de soro testadas, 47 demonstraram reatividade ao antígeno MAMA, 

enquanto que apenas 5 amostras apresentaram resultado negativo (Tabela 2). A 

sensibilidade apresentada neste teste foi de 90,4% e a especificidade foi de 44%, 

com valores preditivos positivos e negativos de 62,7% e 81,5% respectivamente, 

com acurácia de 67,6%. 

 No grupo composto por indivíduos de carga parasitária igual ou 

superior a 1 OPG, um total de 36 amostras foram analisadas. Destas, 31 

apresentaram resultados positivos, enquanto 5 amostras foram negativas (Tabela 3). 

A sensibilidade demonstrada neste teste foi de 86,1% e especificidade de 44%, 

sendo o valor preditivo positivo de 52,5% e valor preditivo negativo de 81,5% com 

acurácia de 61,6%.  

Em conclusão, nota-se que os resultados obtidos com o antígeno MAMA 

apresentaram maior número de casos falso-positivos em amostras com cargas 

parasitárias inferiores a 1 OPG, enquanto que o maior percentual de resultados 
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falso-negativos foi apresentado nas amostras compostas por cargas parasitárias 

superiores a 1 OPG. Este resultado está demonstrado na Figura 1.  

 

Figura 1: Distribuição de resultados obtidos pelo antígeno MAMA de acordo com 
as cargas parasitárias apresentadas pelo método Helmintex, distribuídas entre 0,1 
e 2,5 OPG, onde: 1) amostras com diagnóstico sorológico negativo; 2) amostras 
com diagnóstico sorológico positivo. 

 

 

Tabela 2: Resultados comparativos entre amostras de soro reativas ao antígeno 
MAMA e a correlação com os resultados pelo método Helmintex em amostras com 
cargas parasitárias inferiores a 1 OPG. 

 
Helmintex: amostras < 1opg 

   
  Positivo % Negativo % Total % 

       
MAMA (+) 47 90,4 28 56,0 75 73,5 

MAMA (-) 5 9,6 22 44,0 27 26,5 

       
Total 52 100,0 50 100,0 102 100,0 
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Tabela 3: Resultados comparativos entre amostras de soro identificadas pelo 
antígeno MAMA e a correlação com os resultados demonstrados pelo método 
Helmintex em amostras com cargas parasitárias iguais ou superiores a 1 OPG. 

 
Helmintex: amostras =>1opg 

   
  Positivo % Negativo % Total % 

       
MAMA (+) 31 86,1 28 56,0 59 68,6 

MAMA (-) 5 13,9 22 44,0 27 31,4 

       
Total 36 100,0 50 100,0 86 100,0 

 

 

 

4. Discussão 

 

O diagnóstico de pacientes infectados com S. mansoni com altas cargas 

parasitárias pode ser facilmente realizado por métodos parasitológicos clássicos. 

Métodos como Kato-Katz, imunodiagnóstico point-of-care para detecção de 

antígenos circulantes catódicos esquistossomóticos (POC-CCA) e ensaios 

sorológicos são amplamente utilizados em estudos epidemiológicos e em rotinas de 

diagnóstico em saúde (Pinheiro et al, 2012; Kittur et al, 2016; Lindholz et al, 2018; 

Center for Disease Control and Prevention, 2018). No entanto, tornou-se cada vez 

mais evidente que pacientes com baixa carga parasitária não são diagnosticados 

corretamente. Eventos como tratamento em massa de indivíduos de áreas 

endêmicas, realizados com tratamento oral de dose única, e movimentos migratórios 

das populações humanas podem estar contribuindo para a persistência dos 

parasitos e a ocorrência de baixas infecções parasitárias. Na tentativa de obter um 

diagnóstico acurado para esses pacientes, há uma necessidade de aplicação de 

métodos diagnósticos sensíveis que possam ser usados para confirmar as infecções 

nos casos em que os métodos clássicos apresentam baixa sensibilidade para o 

diagnóstico da esquistossomose (Sorgho et al, 2005; Grenfell et al, 2013). 

O método Helmintex foi desenvolvido para aumentar a sensibilidade do 

diagnóstico da esquistossomose, e, em consequência, detectar infecções leves, até 

então não identificadas pelos métodos existentes (Teixeira et al, 2007). Atualmente, 
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este método é o mais sensível disponível para detecção de infecção por S. mansoni. 

Experimentos de semeadura demonstraram 100% de sensibilidade para cargas de 

ovos superiores a 1,3 OPG (Teixeira et al, 2007). Em um estudo anterior, 

demonstramos que a prevalência estimada pelo método de Helmintex foi 3 vezes 

maior do que os números apresentados pelo método Kato-Katz (Lindholz et al, 

2018). Em adição a isto, a sensibilidade do Helmintex vem sendo testada em 

estudos de campo e tem demonstrado resultados superiores aos demais métodos 

disponíveis até o presente momento, especialmente em casos de baixas 

endemicidade (Caldeira et al, 2012; Pinheiro et al, 2012; Oliveira et al, 2018). 

O sorodiagnóstico da esquistossomose conta com um grande número de 

técnicas disponíveis e preparações de antígenos, e de acordo com as técnicas de 

preparação, essas moléculas podem demonstrar variações em termos de 

sensibilidade, especificidade, complexidade e sofisticação (Abdel-Fattah et al, 2011). 

A purificação do antígeno microssomal de S. mansoni permitiu o desenvolvimento de 

ensaios rápidos, altamente específicos e sensíveis (Tsang et al, 1983), detectando 

anticorpos na infecção da esquistossomose com sensibilidade e especificidade de 

98% e 99%, respectivamente (Hancock e Tsang, 1986).  

Neste estudo, nós avaliamos o desempenho do antígeno MAMA versus o 

desempenho do método Helmintex. Em um total de 138 amostras analisadas, 88,6% 

das amostras apresentaram resultados positivos em ambos os testes, e 44% foram 

concordantes nas amostras de resultado negativo. No entanto, quando a carga 

parasitária foi analisada, o resultado apresentado pelo antígeno MAMA apresentou 

positividade em 90,4% e 86,1% para amostras contendo menos de 1 OPG e mais de 

1 OPG, respectivamente.  

A demonstração de resultados positivos e negativos, dependendo da carga 

parasitária, pode sugerir as diferentes concentrações de anticorpos entre as 

amostras, refletindo assim na sensibilidade apresentada pelo teste. Desempenhos 

similares foram demonstrados por van Lieshout e colaboradores (1992; 1995). A 

detecção de um porcentual substancial (90,4 e 86,1%) das amostras positivas 

reativas ao antígeno MAMA certamente enfatiza a importância do imunodiagnóstico. 

Tsang (1984) e Maddison e colaboradores (1985) demonstraram que o antígeno 

MAMA apresenta menor reação contra soros heterólogos de pessoas infectadas por 

S. haematobium, S. mekongi e S. japonicum, e nenhuma reatividade cruzada 
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detectável com outros parasitos comuns em infecções humanas. Entretanto, neste 

estudo, nós demonstramos a ocorrência de 11,4% de resultados falso-negativos e 

56% dos resultados falso-positivos em soros de participantes de uma área endêmica 

para esquistossomose. 

A ocorrência dos resultados falso-negativos é um ponto importante no 

contexto da esquistossomose. Pessoas infectadas com baixa carga de ovos, ou em 

casos com tratamentos quimioterápicos sucessivos, podem iniciar uma resposta 

imunológica baixa. Neste caso, as subnotificações da infecção podem promover a 

transmissão contínua da doença (Sturrock, 2001). Por outro lado, a expressão de 

56% dos resultados falso-positivos pode sugerir a ocorrência de reatividade cruzada 

com outras infecções parasitárias, ou ainda, estar indicando o diagnóstico de 

infecções passadas, apresentando a memória imunológica da infecção por S. 

mansoni.  

Em conclusão, o teste sorológico utilizando o antígeno MAMA é uma 

ferramenta útil para o “screening” do diagnóstico da esquistossomose, entretanto, 

fatores como a dificuldade de obtenção dos antígenos e o alto custo financeiro e 

operacional, geram obstáculos para o uso e implantação do diagnóstico sorológico 

como rotina laboratorial. Embora o teste tenha demonstrado alta sensibilidade, a 

presença de resultados falso-positivos e falso-negativos é um fator importante para a 

subnotificação dos casos, colaborando na manutenção dos ciclos parasitários, e, 

consequentemente, representando uma adversidade ao plano de eliminação da 

esquistossomose. 
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Capítulo III 

 

Rascunho de manuscrito a ser submetido ao periódico International Journal 

for Parasitology, intitulado “Genetic diversity within Schistosoma mansoni: DNA 

barcoding reveals one genetic group in Brazil” 

 

1. Introdução 
 

A esquistossomose é uma parasitose de ampla ocorrência, afetando cerca de 

240 milhões de pessoas em 78 países distribuídos pela África, Oriente Médio, índias 

Ocidentais e América do Sul (WHO, 2018), permanecendo entre as maiores 

infecções negligenciadas mundialmente reconhecidas (Webster et al, 2013). O 

Schistosoma mansoni é uma das espécies causadora de infecção intestinal em 

humanos, com maiores índices de ocorrência na África Sub-Saariana, Península 

Arábica e América do Sul (Stothard et al, 2009).  

Dentre as regiões de ocorrência na América do Sul, o Brasil constitui o país 

com maior número de casos registrados (Pan-American Health Organization, 2009). 

Neste país, a infecção ocorre em uma faixa contínua entre os estados do Rio 

Grande do Norte até o norte de Minas Gerais, apresentando focos isolados nos 

estados do Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul 

(Ministério da Saúde, 2018), onde, inicialmente, diversas populações de S. mansoni 

foram introduzidas, via oceano Atlântico, com a chegada de escravos trazidos da 

África durante os séculos XVI a XIX, e foram se diversificando através de 

movimentos migratórios e de características ambientais favoráveis à dispersão do 

parasito (Crellen et al, 2016).  A ampla ocorrência geográfica, a diversidade de 

hospedeiros definitivos (primatas humanos, não humanos e redores), associados a 

um pequeno número de hospedeiros intermediários (planorbídeos do gênero 

Biomphalaria) desperta curiosidade sobre os aspectos de diversidade genética 

apresentados pelo parasito (Webster et al, 2013).   

Em adição, em áreas de alta prevalência carentes de saneamento básico, o 

tratamento massivo com Praziquantel tende a promover a redução da morbidade 

dos indivíduos infectados, favorecendo o surgimento de subpopulações do parasito 

(Fenwick & Webster, 2006; Knopp et al, 2013). Neste estudo, nós investigamos a 
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ocorrência de diversidade genética entre cinco isolados brasileiros de S. mansoni, 

provenientes de duas regiões distintas dos Estados de Sergipe, Rio de Janeiro, 

Minas Gerais e Rio Grande do Sul, através da técnica de “DNA barcoding” utilizando 

a variação de sequências genéticas da subunidade cox I do DNA mitocondrial, e 

procuramos identificar diferenças evolutivas entre os isolados, em comparação a 

isolados africanos provindos do Senegal, Nigéria, Mali, Camarões, Uganda, Quênia, 

Tanzânia e Zâmbia, previamente depositados na SCAN (Schistosomiasis Collection - 

Natural History Museum of London). 

 

2. Material e Métodos 

 

Localidades amostrais: Foram utilizadas amostras de ovos e miracídios das 

localidades de Estância, Propriá (Sergipe) e Januária (Minas Gerais), e amostras de 

ovos, miracídios, cercárias e vermes adultos de Sumidouro (Rio de Janeiro), e Esteio 

(Rio Grande do Sul). As amostras provindas da localidade Estância e Propriá foram 

coletadas durante a realização de estudo anterior, realizado entre Outubro e 

Novembro de 2015 (Lindholz et al, 2018) aprovado pelo Comitê de Ética da 

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul, e registrado sob o protocolo 

número 48809715.1.0000.5336. Amostras oriundas de Esteio (Rio Grande do Sul) 

foram isoladas pelo Laboratório de Biologia Parasitária da Escola de Ciências da 

PUCRS, onde o ciclo biológico é mantido com aprovação da Comissão de Ética no 

Uso de Animais da PUCRS (registro número 15/00443). As amostras oriundas de 

Januária (Minas Gerais) e Sumidouro (Rio de Janeiro) foram obtidas através de 

colaborações estabelecidas com a Universidade Federal de Minas Gerais e com a 

Fundação Oswaldo Cruz, respectivamente. Foram utilizados como grupos 

comparativos os isolados do Senegal, Nigéria, Mali, Camarões, Uganda, Quênia, 

Tanzânia e Zâmbia, com sequências genéticas depositas na SCAN. Este trabalho foi 

desenvolvido no Wolfson Wellcome Biomedical Laboratory, Zoology 

Department, Natural History Museum of London (Londres, Reino Unido).  

 

Preparação e extração de DNA: As amostras coletadas no Brasil foram 

preservadas em etanol 70%, armazenadas individualmente de acordo com o estágio 

de vida do parasito e localidade amostral. O DNA foi extraído individualmente de 
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cada forma parasitária, utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen Ltd, 

Crawley, UK) e eluído em 50 µL de solução tampão, obtendo uma concentração final 

de 3,5 a 30 ng/ µL de DNA total de cada amostra. 1 µL de cada amostra foi utilizado 

para a reação em cadeia da polimerase (PCR). 

 

PCR da região citocromo C oxidase subunidade I (cox I): Para cada forma 

parasitária, foram amplificados 450 pb da região mitocondrial cox I. Para a PCR, foi 

utilizado o volume final de 25 µL, utilizando o kit IlustraTM puReTaq Ready-To-Go 

PCR Beads (GE Healthcare, UK), e 10 pmol de cada primer (Forward primer: Asmit 

1 (Stothard et al, 2009) e Reverse primer COX1_Schist_3’ (Lockyer et al, 2003). Os 

ciclos térmicos foram realizados em termociclador GeneAmp® PCR system 9700 

(Applied Biosystems, UK). As condições utilizadas na PCR foram: 5 min a 95 °C, 

seguidos de 40 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a 40 °C e 1:30 min a 72 °C, 

finalizando com um período de extensão final de 10 min a 72 °C. Quatro microlitros 

de cada amplicon foram visualizados em gel de agarose 0,8%, utilizando GelDoc 

GBox F3-LFB através do programa GeneSys Versão 1.5.6.0. As amostras positivas 

foram purificadas utilizando o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen Ltd, UK) e 

sequenciadas pelo método Sanger em ambas as direções, utilizando a diluição de 1 

pmol dos primers inicialmente usados na PCR. 

 

PCR da região Internal Transcribed Spacer (ITS 1 + 2): Para comparar as 

variações encontradas no mtDNA com o DNA nuclear, o rDNA completo da região 

ITS (927 pb) foi amplificado em todas as amostras analisadas. Os primers utilizados 

foram Forward e Reverse ITS 1 + ITS 2 (Kane & Rollinson, 1994), e a PCR ocorreu 

nas seguintes condições: 5 min a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 

seg a 58 °C e 1:30 min a 72 °C, finalizando com um período de extensão final de 10 

min a 72 °C. Todas as amostras analisadas neste estudo tiveram a confirmação do 

gênero Schistosoma obtida pela análise do marcador nuclear ITS. A extração, 

purificação e sequenciamento de DNA seguiram os mesmos protocolos utilizados 

para cox I. 

 

Análise de sequenciamento de DNA: As sequências obtidas foram editadas 

manualmente utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor versão 7.0.5 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html) para remoção das ambiguidades e 

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html
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observação das posições polimórficas entre as amostras. A identidade das 

sequências obtidas foi confirmada utilizando o Basic Local Alignment Search Tool 

(Blast) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequências genéticas obtidas, o 

número de haplótipos únicos e a diversidade de haplótipos e de nucleotídeos por 

sequência foram analisados através do programa DNA Sequence Polymorphism 

(DnaSP) versão 5 (http://www.ub.edu/dnasp/index_v5.html).  

 

Análises filogenéticas: Todas as sequências de haplótipos cox I e ITS foram 

analisadas através do programa MEGA5 (Tamura et al, 2011). Os alinhamentos 

filogenéticos foram desenhados com uso do programa jModelTest 2 

(http://jmodeltest.org.) Relações evolutivas entre as amostras foram inferidas 

aplicando os métodos de Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987) e Máxima 

Parcimônia. As topologias foram desenhadas utilizando Schistosoma rodhaini como 

grupo externo.  

 

3. Resultados 

 

Ao total, foram obtidas 47 sequências genéticas de isolados de cinco 

diferentes localidades brasileiras: Estância e Propriá (Sergipe); Januária (Minas 

Gerais); Sumidouro (Rio de Janeiro) e Esteio (Rio Grande do Sul) (Tabela 1), através 

das quais foram analisadas a diversidade local dos isolados amostrados. A fim de 

investigar a possível origem genotípica e separação geográfica destes isolados, 

foram utilizados como grupos comparativos diversas sequências genéticas 

provindas de isolados do Senegal, Nigéria, Mali, Camarões, Uganda, Quênia, 

Tanzânia e Zâmbia, previamente analisados (Webster et al, 2013), e depositados em 

bancos genéticos da Schistosomiasis Collection - Natural History Museum of 

London. As análises de diversidade genética utilizando o DNA Sequence 

Polymorphism (DnaSP) revelaram uma diversidade de haplótipos de 0,333, 

enquanto que o padrão de variabilidade genética entre as sequências foi de 0,215, 

não demonstrando variações genéticas significativas entre os isolados brasileiros 

abordados nesta análise.  

 

 
 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ub.edu/dnasp/index_v5.html
http://jmodeltest.org/
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Tabela 1: Descrição das 47 sequências genéticas obtidas de isolados de cinco 
diferentes localidades brasileiras: Estância e Propriá (Sergipe); Januária (Minas 
Gerais); Sumidouro (Rio de Janeiro) e Esteio (Rio Grande do Sul). 

 

Localidade 
Código 

Localidade 
Descrição da amostra 

Código 
sequência 

Minas Gerais MG Verme adulto macho MG1 
Minas Gerais MG Verme adulto fêmea MG2 
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG3 
Minas Gerais MG Cercária MG 4 
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG5 
Minas Gerais MG Verme adulto fêmea MG6 
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG7 
Minas Gerais MG Cercária MG8 
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG9 
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG10 
Minas Gerais MG Verme adulto fêmea MG11 
Minas Gerais MG Verme adulto macho MG12 
Minas Gerais MG Verme adulto fêmea MG13 
Minas Gerais MG Cercária MG14 
Minas Gerais MG Cercária MG15 

Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS1 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS2 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto fêmea RS3 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto fêmea RS4 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS5 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS6 
Rio Grande do Sul RS Cercária RS7 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS8 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto fêmea RS9 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS10 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto fêmea RS11 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto fêmea RS12 
Rio Grande do Sul RS Verme adulto macho RS13 
Rio Grande do Sul RS Ovos RS14 

Rio de Janeiro RJ Verme adulto fêmea RJ1 
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ2 
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ13 
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ14 
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ15 
Rio de Janeiro RJ Verme adulto fêmea RJ16 
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ17 
Rio de Janeiro RJ Verme adulto macho RJ18 
Rio de Janeiro RJ Verme adulto fêmea RJ19 
Rio de Janeiro RJ Miracídio RJ20 
Rio de Janeiro RJ Verme adulto fêmea RJ21 
Rio de Janeiro RJ Cercária RJ22 
Sergipe Propriá BrSEProp Cercária BrSEProp1 
Sergipe Propriá BrSEProp Cercária BrSEProp2 
Sergipe Propriá BrSEProp Cercária BrSEProp3 
Sergipe Propriá BrSEProp Cercária BrSEProp4 

Sergipe Estância BrSEEst Miracídio BrSEEst1 
Sergipe Estância BrSEEst Miracídio BrSEEst2 
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Ao total, as sequências submetidas às análises revelaram a ocorrência de 

apenas dois haplótipos entre as amostras brasileiras, sendo um composto pelas 

amostras originárias de Propriá e Estância (Sergipe) e Januária (Minas Gerais), e 

outro pelas amostras do isolado Sumidouro (Rio de Janeiro). O grupo externo, 

utilizado para comparação, é formado por 120 haplótipos previamente descritos, 

separados em cinco linhagens genéticas distintas (Webster et al, 2013). Aplicando o 

método de agrupamento filogenético de Máxima Parcimônia, foi observado que as 

sequências de isolados do Brasil aparentam ter uma associação genética mais 

similar às sequencias do Senegal e Nigéria, em comparação aos demais países 

analisados, sugerindo a possível origem das linhagens brasileiras nestas regiões da 

África.  

A organização filogenética mais parcimoniosa obtida entre as sequências 

genéticas utilizadas neste estudo está representada na Figura 1. A irradiação das 

linhagens de S. mansoni abordadas neste estudo podem ser melhor visualizadas 

através da Figura 2, onde cada linha pequena representa uma pequena alteração 

nos pares de bases, e os círculos menores representam linhagens sem amostragem 

suficiente para inferência de correlação evolutiva ou a ocorrência de haplótipos 

extintos. 
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Figura 1: Alinhamentos filogenéticos desenhados com uso do programa 

jModelTest 2 (http://jmodeltest.org) demonstrando as relações evolutivas entre os 

isolados de Sergipe, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e isolados 

do Senegal, Nigéria, Mali, Camarões, Uganda, Quênia, Tanzânia e Zâmbia, 

utilizando como grupo externo S. rodhaini.  
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Figura 2: Rede de conexão entre todos os haplótipos utilizados neste 
estudo, gerada a partir do critério de Máxima Parcimônia, com uso do 
programa Population Analysis with Reticulate Trees 
(http://popart.otago.ac.nz/index.shtml).  

 

 

 

 
 

4. Discussão 

 

A técnica de DNA “barcoding” vêm sendo utilizada em muitos estudos 

investigativos de estruturação de populações e diversidades intra e interespecíficas. 

Nesta abordagem, os estudos mais frequentemente desenvolvidos, explorando 

espécies de Schistosoma através de investigações com mtDNA têm demonstrado 

alta diversidade entre populações de áreas endêmicas (Morgan et al, 2005; Stothard 

et al, 2009; Webster et al, 2013; Gower et al, 2017). Variações genéticas do mtDNA 

cox I de populações de Shistosoma sp. não raramente apresentam variações 

http://popart.otago.ac.nz/index.shtml
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genéticas entre populações do parasito, acumulando consideráveis números de 

substituições de nucleotídeos (Zarowiecki et al, 2007). 

Neste estudo, foi utilizado o mtDNA cox I “barcoding” para analisar a 

diversidade genética de S. mansoni de cinco diferentes localidades do Brasil, em 

comparação a isolados de 22 localidades diferentes, oriundas de países africanos. 

Foram utilizadas amostras de DNA individualmente extraídas de ovos, miracídios, 

cercárias e vermes adultos de S. mansoni dos isolados brasileiros, a fim de 

minimizar contaminações e potencializar as análises individuais. Ao final do 

processamento das amostras, um total de 47 sequências genéticas foi utilizado para 

comparação de diversidade genética. As análises demonstraram a presença de dois 

haplótipos presentes entre os isolados brasileiros, sendo um composto pelos 

isolados oriundos dos estados de Sergipe, Minas Gerais e Rio Grande do Sul, e 

outro composto pelo isolado provindo do Rio de Janeiro. A diversidade de haplótipos 

obtida é considerada baixa (0,333), e o padrão de variabilidade genética entre as 

sequências não demonstrou variações genéticas significativas entre os isolados 

brasileiros abordados nesta análise. 

Webster e colaboradores (2013), utilizando metodologia similar, compararam 

a diversidade genética de isolados de S. mansoni provenientes da África, América 

do Sul, Arábia Saudita e Omã, onde demonstraram a ocorrência de ampla 

diversidade genética do parasito entre os isolados africanos, resultando em 120 

haplótipos de 22 localidades, majoritariamente isoladas da natureza, refletindo o 

total de cinco linhagens parasitárias diferentes. 

As populações de S. mansoni foram introduzidas na América do Sul via 

oceano Atlântico, com a chegada de escravos trazidos da África durante os séculos 

XVI a XIX (Crellen et al, 2016). Atualmente, esta hipótese é a melhor aceita, e vem 

sendo suportada por dados obtidos utilizando técnicas de DNA barcoding e de 

microssatélites, as quais revelam menores índices de diversidade genética entre 

isolados da África Ocidental e das Américas, sugerindo a introdução recente do 

parasito no Novo Mundo (Morgan et al, 2005; Gower et al, 2013).  

Desde meados do século XVI, um grande número de africanos desembarcou 

nos portos brasileiros. O tráfico transatlântico contribuiu no povoamento do Brasil por 

grupos vindos de diversas regiões da África, de maneira que no início, grande parte 

dos escravos que chegavam aos portos nordestinos provinham da região do 
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Senegal e Gâmbia, de onde variadas etnias eram deportadas. Para as províncias do 

Rio de Janeiro, Minas Gerais, São Paulo e Rio Grande do Sul, a região da Angola foi 

a principal área de exportação. Após 1815, quando houve intensificação dos 

esforços ingleses no impedimento do tráfico negreiro, os traficantes do Rio de 

Janeiro passaram a abordar a costa ocidental da África, região atual da Tanzânia, 

norte de Moçambique, Malauí e nordeste de Zâmbia, enquanto que traficantes de 

Salvador concentraram suas capturas na região sudoeste da atual Nigéria 

(Albuquerque & Fraga-Filho, 2006). Uma vez capturados, e transportados via 

oceano Atlântico, os africanos desembarcavam nos principais portos brasileiros, 

como Rio de Janeiro, Salvador, Recife, Fortaleza, Belém e São Luiz, de onde eram 

distribuídos a praticamente todas as regiões do país. Desta forma, o regime de 

escravidão possibilitou a chegada de muitos indivíduos infectados por S. mansoni. 

Este fato, associado aos movimentos migratórios, às ausentes ou precárias 

condições sanitárias, e a presença do hospedeiro intermediário (caramujos do 

gênero Biomphalaria) são alguns dos principais fatores que contribuíram para a 

dispersão da esquistossomose no Brasil, inicialmente expandida pela região 

nordeste, formando extensa área de transmissão entre os estados do Rio Grande do 

Norte e a Bahia, e posteriormente, passando a ocorrer em outras localidades em 

focos isolados (Figura 3) (Ministério da Saúde, 2014).   
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Figura 3: Representação do processo de dispersão da esquistossomose mansônica 

no Brasil. 

 
Fonte: Ministério da Saúde, Secretaria de Vigilância em Saúde, Departamento 
de Vigilância das Doenças Transmissíveis. Vigilância da esquistossomose 
mansoni, diretrizes técnicas, Brasília, Distrito Federal (2014). 

 

Considerando o contexto histórico, a propagação da infecção foi e continua 

sendo favorecida por alguns aspectos como: longevidade dos vermes adultos; 

capacidade das fêmeas em depositar um alto número de ovos por dia; caráter 

crônico da infecção (refletido na ausência de procura pelo tratamento), 

contaminação de coleções hídricas, os fluxos migratórios e hábitos de vida do 

homem, associados a ampla distribuição de hospedeiros intermediários e 

precariedade/ausência condições sanitárias (Ministério da Saúde, 2014). Estas 

características refletem as diferenças na estrutura genética do parasito, e suas 

adaptações ao meio ao qual ocorre. Um estudo desenvolvido no Senegal usando 

marcadores de microssatélites demonstrou a distribuição aleatória de variação 

genética entre parasitos de diferentes lugares e hospedeiros, confirmando a idéia de 
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que, um homem infectado potencialmente é um reservatório de subpopulações de 

Schistosoma (Broeck et al, 2014).     

Neste contexto, com o objetivo de elucidar a origem genética do S. mansoni 

nas diferentes regiões abordadas neste estudo, foram analisadas amostras oriundas 

de cinco regiões brasileiras distintas, em comparação a amostras oriundas de 22 

regiões diferentes, distribuídas entre 8 países africanos (Senegal, Nigéria, Mali, 

Camarões, Uganda, Quênia, Tanzânia e Zâmbia). Os resultados obtidos 

demonstraram que os isolados brasileiros são mais aparentados geneticamente com 

isolados oriundos do Senegal e Nigéria, em comparação aos demais países 

africanos analisados, sugerindo a possível origem das linhagens brasileiras nestas 

regiões da África. Desta forma, a introdução recente do parasito, em comparação ao 

tempo de ocorrência e evolução parasito-hospedeiro presente nas regiões africanas 

pode estar justificando a baixa variabilidade genética dos isolados utilizados para 

comparação no presente trabalho. Em adição a isto, as amostras provindas de 

Minas Gerais, Rio de Janeiro e do Rio Grande do Sul foram, inicialmente, isoladas 

na natureza, entretanto são mantidas laboratório por variados períodos de tempo. 

Este fato pode estar contribuindo com a redução da variabilidade genética dos 

parasitos, uma vez que os ciclos de infecção apresentam menor disponibilidade de 

hospedeiros em ambientes controlados (Han et al, 2009; King et al, 2015; Webster et 

al, 2015). As informações sobre diversidade genética e correlação entre isolados dos 

parasitos entre Brasil e África demonstrados neste trabalho, sugerem relações 

evolutivas entre as linhagens de S. mansoni, e apresentam um vasto campo para a 

pesquisa, uma vez que as informações sobre as rotas de dispersão e 

estabelecimento de focos da esquistossomose no território brasileiro são escassas 

na literatura. Em adição a isto, a ocorrência de variadas linhagens do parasito em 

uma mesma região tende a alterar a dinâmica de transmissão da infecção, podendo 

aumentar os níveis de patogenicidade e resistência a fármacos, influenciando na 

seleção genética dos parasitos, favorecendo fenótipos mais adaptados. 
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ANEXO 

 

Aprendizados e experiências obtidos durante o Doutoramento 

 

O projeto “Estância” surgiu como fruto de uma antiga necessidade do Grupo 

de Biologia Parasitária da PUCRS, e que, nos últimos anos, veio tomando forma 

diante das parcerias estabelecidas entre o Grupo de Pesquisa e as Secretarias de 

Saúde do Estado de Sergipe e do Município de Estância, especialmente com a 

Equipe de Controle de Endemias deste Município. Como questionamentos 

fundamentais para o desenvolvimento deste estudo, foram considerados os dados 

disponíveis da literatura sobre comparação de métodos diagnósticos da 

esquistossomose, especialmente os desenvolvidos em território brasileiro, com 

aplicação do método Helmintex, em associação à necessidade de avaliação de 

desempenho dos métodos diagnósticos correlacionados com a carga parasitária dos 

indivíduos infectados, possibilitando assim, a descrição das sensibilidades e 

fragilidades apontadas por cada método abordado no estudo. 

Anteriormente ao desenvolvimento deste projeto, algumas pesquisas 

utilizaram o método Helmintex em estudos de comparação de desempenho 

(Caldeira et al, 2012; Pinheiro et al, 2012; Oliveira et al, 2018), entretanto, os grupos 

amostrais abordados nestas investigações não ultrapassaram o total de 250 

indivíduos. Em adição, muitas das amostras fecais utilizadas nestes estudos 

apresentaram alta carga parasitária, favorecendo o diagnóstico parasitológico, 

mesmo quando utilizados métodos de sensibilidade reduzida. Neste contexto, surgiu 

o projeto “Estância”, visando a abordagem de um grande número de amostras 

biológicas (fezes, urina e sangue), em uma região de média prevalência 

(inicialmente determinada em 25% - dados da Secretaria Municipal de Saúde de 

Estância em comunicação pessoal). Devido às características do local, e da 

dinâmica de infecção apresentada, nós pensamos na hipótese de ocorrência de uma 

ampla distribuição de cargas parasitárias entre os indivíduos infectados, fato que 

estaria favorecendo a subestimativa da prevalência naquela localidade. Diante do 

cenário apresentado, em associação à necessidade de estabelecimento de um 

método de referência no diagnóstico da esquistossomose, nós desenvolvemos este 
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projeto de pesquisa na localidade Candeal, município de Estância, Estado de 

Sergipe, Brasil.  

A experiência da elaboração de ideias, escrita e desenvolvimento de um 

projeto de Doutorado é, sem dúvida, um processo de crescimento e 

amadurecimento constante e incalculável. Diante da proposta de amostrar indivíduos 

em uma comunidade tão distante, geograficamente e culturalmente da nossa, não 

foram medidos esforços e dedicação para que o melhor trabalho fosse realizado. As 

expedições a campo, a equipe de trabalho composta por integrantes do Grupo de 

Biologia Parasitária da PUCRS, por colaboradores da Secretaria Municipal de 

Saúde, líderes comunitários e pela comunidade local, deram a este trabalho um 

sentido muito mais amplo do que ao qual ele se propunha inicialmente, quando fora 

pensado sobre a estrita avaliação dos métodos diagnósticos. 

Diariamente, nós despendíamos 12 horas do dia entre atividades na 

comunidade (cadastramento de participantes, distribuição e coleta dos frascos 

coletores; esclarecimento de dúvidas, atividades de educação em saúde) e 

atividades no laboratório (processamento das amostras e acondicionamento de 

material biológico). Após o “término do expediente”, as planilhas de coletas eram 

atualizadas, os dados coletados eram contabilizados, e os diários de campo eram 

escritos. Neste momento, posso dizer que o fato de o sol nascer as 4:30 da manhã 

já não era um fator limitante, tamanho era o cansaço quando finalmente chegava o 

momento de dormirmos nossas preciosas 4 horas de sono. Afinal de contas, como 

diz meu orientador, “dormir pra que, guria?”! No dia seguinte nossa missão 

recomeçava, e o aprendizado era diário e contínuo durante todo o período que 

passamos em Candeal, durante as duas expedições realizadas. 

O convívio intenso com a comunidade, as atividades de educação em saúde 

desenvolvidas na escola municipal Dr. Antonio Manuel de Carvalho Dantas, as 

atividades de laboratório realizadas na Unidade Básica de Saúde Clóvis Franco e as 

redes de contatos estabelecidas durante todo o desenvolvimento deste projeto são 

resultados que não podem ser quantificados, mas, certamente foram alguns dos 

maiores aprendizados durante o processo de Doutoramento. Ao total, foram 

coletadas amostras biológicas de aproximadamente 700 indivíduos voluntários, 

durante 20 dias de expedição em campo. Após realização dos exames de fezes, os 

participantes receberam os laudos médicos pessoalmente e individualmente, e 
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foram orientados quanto ao tratamento e medidas de prevenção da infecção. 

Paralelamente a isto, ações de mobilização da comunidade foram realizadas com 

apoio e estímulo do líder comunitário, resultando na implantação de uma caixa 

d’água na comunidade Candeal, reduzindo assim, o contato com fontes de infecção 

da esquistossomose. Adicionalmente, foram realizadas atividades de popularização 

da ciência e educação em saúde através de entrevista a rádio local, onde foram 

discutidos os nossos objetivos, métodos e os benefícios do desenvolvimento deste 

tipo de abordagem a cada comunidade alvo. 

Em contrapartida, inúmeros foram os esforços no sentido de desenvolver 

habilidades de compreensão, colaboração e convívio com esferas até então 

distantes da minha realidade. Durante o desenvolvimento do projeto Estância, pude 

conhecer e conviver com inúmeros personagens, de diferentes escalas sociais e 

cada um desempenhando um papel importante neste contexto. O desenvolvimento 

deste projeto em parceria com instituições públicas e seus servidores, Estaduais e 

Municipais, me propiciou o conhecimento na prática de suas rotinas. Muitos atores 

foram marcantes aqui, positiva e negativamente. Tivemos a satisfação em trabalhar 

com a Equipe de Controle de Endemias da Secretaria Municipal de Saúde de 

Estância, que em momento algum mediu esforços em colaborar para o melhor 

resultado possível no desenvolvimento do projeto, posição esta também abordada 

pela diretoria da Unidade Básica de Saúde na qual desenvolvemos as atividades de 

laboratório, e, igualmente, nas pessoas que compunham a administração da Escola 

onde grande parte dos nossos encontros comunitários foram realizados. Entretanto, 

algumas situações e adversidades nos mostraram outras realidades, que, 

infelizmente, se repetem na prestação de muitos dos serviços públicos do nosso 

país. A saber, citando um breve exemplo: durante o desenvolvimento de nossa 

rotina de laboratório, todos os minutos eram preciosos, devido à quantidade de 

amostras biológicas processadas por dia, e com os recursos físicos e de pessoal 

limitados. Enquanto desenvolvíamos nosso trabalho, em muitos momentos, tivemos 

a oportunidade de conviver com um servidor que passava os dias conversando e 

contando piadas, sem realizar nenhuma das tarefas sob sua responsabilidade no 

cargo ao qual estava vinculado. As justificativas dele eram de que, dentro de quatro 

anos ele iria se aposentar, e sendo assim, já não trabalhava mais! Esta, entre outras 

tantas situações ficaram marcadas em mim, num processo de amadurecimento e 
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percepção de mim enquanto humana e pesquisadora, e do trabalho dedicado à 

ciência e saúde pública ao qual eu me dispus a realizar sem limites de envolvimento. 

Exemplos como estes valem ser lembrados, não para repeti-los, mas sim para a 

reflexão de como somos diferentes e nisto está a nossa riqueza. 

Seguindo perfis com abordagens em saúde pública e estudos de 

epidemiologia, outras investigações vêm sendo desenvolvidas pelo Grupo de 

Biologia Parasitária da PUCRS. Entre estes, cito os trabalhos desenvolvidos na 

comunidade da Vila Pedreira, Esteio (RS), onde nosso Grupo de Pesquisa 

desenvolve estudos desde a descoberta do foco de esquistossomose em 1997 

(Graeff-Teixeira et al, 1999). Nesta localidade, durante dois anos, tive a 

oportunidade de colaborar com o desenvolvimento de atividades de educação em 

saúde no Centro Municipal de Educação Básica Trindade, e na realização de coleta 

de sangue e urina em inquérito realizado na comunidade Vila Pedreira a partir da 

amostragem de escolares. Neste período, também participei da investigação de 

presença e coletas de Biomphalaria sp., para estudos de certificação de interrupção 

do foco de esquistossomose. Estes, entre outros dados obtidos neste estudo, estão 

compilados na dissertação de Mestrado da colega Angélica Ramirez (in memoriam), 

ainda não publicados. 

Em adição aos estudos relacionados a diagnóstico, o período de 

Doutoramento proporcionou-me uma incrível experiência internacional, onde pude 

desenvolver parte deste projeto de pesquisa no “Natural History Museum of London”. 

Nesta ocasião, sob supervisão da Dra. Bonnie Webster, desenvolvi pesquisas sobre 

diversidade genética de S. mansoni e realizei estudos sobre dispersão do parasito 

no Brasil. Esta experiência, sem dúvidas, é parte fundamental do meu 

amadurecimento e enriquecimento pessoal e profissional. 

Em colaboração às experiências citadas, o desenvolvimento deste Doutorado 

me oportunizou participar de outros projetos de pesquisa, os quais foram únicos em 

termos de vivências pessoais e de crescimento científico. Em projeto coordenado 

pelo Dr. Martin Enk (Instituto Evandro Chagas – Pará), tive a oportunidade de 

participar de um estudo desenvolvido no município de Turiaçu (MA). Nesta ocasião, 

amostras humanas de sangue, fezes e urina foram coletadas, e métodos 

diagnósticos foram aplicados durante 18 dias de trabalho de campo. Em uma 

abordagem similar, desenvolvida sob coordenação do Dr. Stephan Geiger 
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(Universidade Federal de Minas Gerais), foram realizadas coletas e aplicação de 

métodos parasitológicos durante 15 dias na comunidade Brejo do Amparo, Januária 

(MG). Estas colaborações me proporcionaram o convívio com as equipes de 

trabalho de cada instituição, e o aprendizado de métodos, técnicas e experiências 

trocadas ao longo do período de trabalho compartilhado. 

Em adição, muito antes dos quatro anos dedicados ao Doutoramento, venho 

desenvolvendo atividades no Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS desde 

2012, onde dedico minhas atenções especialmente à dinâmica de transmissão da 

esquistossomose, e ao aprimoramento de técnicas diagnósticas. Diante desta 

experiência, posso citar o enorme conhecimento e habilidades que desenvolvi na 

detecção de ovos de S. mansoni, especialmente com a técnica de coloração por 

Ninidrina. Recentemente, de acordo com os resultados demonstrados no Capítulo I 

desta Tese, o método Helmintex foi reconhecido por órgãos públicos de saúde como 

o método “Padrão Ouro” no diagnóstico da esquistossomose (Sociedade Brasileira 

de Medicina Tropical, 2018). Todo conhecimento adquirido ao longo destes anos, 

em especial as habilidades em examinar amostras fecais e identificar ovos de S. 

mansoni, permitiram-me participar em co-autoria de alguns trabalhos desenvolvidos 

no Grupo de Biologia Parasitária da PUCRS, e em colaborações externas, a saber:  

1) “Optimization of the Helmintex method for schistosomiasis diagnosis” (Favero 

et al, 2017);  

2) “Evaluation of diagnostic methods for the detection of intestinal 

schistosomiasis in endemic areas with low parasite loads: Saline gradient, 

Helmintex, Kato-Katz and rapid urine test” (Oliveira et al, 2018);  

3) “Criteria for identification of Schistosoma mansoni eggs in fecal sediments 

prepared with the Helmintex method and stained with nynhidrin" (Souza et al, 

2018 – submetido ao periódico Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, ID 

MIOC-2018-0529);  

4) “A new diagnostic strategy which uses a luminol-H2O2 system to 

detect Schistosoma mansoni eggs in fecal sediments processed by the 

Helmintex method” (Favero et al, 2019 – submetido ao periódico PNAS - 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 

America, ID 2019-02255). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Capítulo I: “Study of diagnostic accuracy of Helmintex, Kato-Katz, and POC-

CCA methods for diagnosing intestinal schistosomiasis in Candeal, a low 

intensity transmission area in northeastern Brazil” 

 

 

1.1 A prevalência estimada pelo método de Kato-Katz foi de 11,9%, enquanto 

que pelo método Helmintex foi de 40,6%, representando 55 e 187 amostras 

positivas, respectivamente.  

1.2 A prevalência demonstrada pelo teste rápido de urina POC-CCA foi de 71,6 

% quando considerados os traços como positivos, e 40,6% quando 

considerados os traços negativos. 

1.3 O maior número de indivíduos infectados apresentou baixa carga 

parasitária, sendo 187 casos positivos diagnosticados pelo método 

Helmintex, e destes, 131 (70%) apresentaram cargas inferiores a 1 OPG. 

1.4 A comparação entre os métodos Kato-Katz e Helmintex apresentou 46 e 14 

amostras positivas, respectivamente, contendo entre 1 e 12 OPG, enquanto 

23 amostras apresentaram carga parasitária superior a 50 OPG. 

1.5 A sensibilidade demonstrada pelo teste rápido de urina POC-CCA variou 

entre 57,4% e 81,9%, considerando os resultados traços como positivos, ou 

negativos, respectivamente. Tal incongruência reflete a inconsistência no 

uso deste teste para diagnóstico da esquistossomose. 

1.6 O método Helmintex demonstrou ser o teste diagnóstico mais sensível e 

100% específico descrito até o presente momento, sendo capaz de detectar 

infecções com sensibilidade 3 vezes superior ao método de Kato-Katz, 

atualmente indicado pela OMS ao diagnóstico da esquistossomose 

mansônica. 

1.7 A excelência dos resultados apresentados pelo método Helmintex no 

grande número amostral abordado sugere a indicação do método como 

padrão ouro no diagnóstico da esquistossomose mansônica. 
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Conclusões gerais: Estudo de base populacional, envolveu 461 participantes 

voluntários de Candeal, Estância (SE), Brasil. A prevalência de esquistossomose foi 

determinada em 11% através do método de KK, 40% através do HTX, e 71% 

utilizando o teste POC-CCA. 70% dos indivíduos amostrados apresentaram carga 

parasitária inferior a 1 OPG, revelando uma dissociação entre a prevalência e 

intensidade de transmissão nesta localidade. Os resultados obtidos confirmam que o 

método Helmintex é um procedimento de detecção de ovos altamente sensível e 

sustentam sua utilização como método de referência para o diagnóstico de 

esquistossomose intestinal e para avaliação comparativa de outros testes. 

 

Capítulo II: “Evaluating an adult microsomal antigens (MAMA) to detect 

Schistosoma mansoni infections in a highly endemic area in Candeal, Sergipe 

(Brazil)” 

 

1.1 52 amostras de soro de pacientes positivos com carga parasitária inferior a 1 

OPG foram analisadas. Destas, 47 apresentaram reatividade ao antígeno MAMA, 

enquanto que 5 amostras apresentaram resultado negativo; 

1.2 36 amostras de soro de participantes positivos com carga parasitária igual ou 

superior a 1 OPG foram analisadas. Destas, 31 apresentaram reatividade ao 

antígeno MAMA, enquanto que 5 amostras foram negativas à presença do antígeno. 

1.3 Os resultados demonstrados pelo antígeno MAMA apresentam maior número 

de casos falso-positivos em amostras com cargas parasitárias inferiores a 1 OPG, 

enquanto que o maior percentual de resultados falso-negativos foi apresentado nas 

amostras compostas por cargas parasitárias superiores a 1 OPG. 

1.4 Segundo os resultados obtidos, a correlação entre falsos-positivos e falsos-

negativos não aparenta estar, em análise prévia, correlacionada a carga parasitária, 

uma vez que nos indivíduos com maiores cargas os resultados falso-negativos foram 

mais expressivos. 

1.5 A utilização do antígeno MAMA, atualmente considerado um dos antígenos 

mais específicos e sensíveis no diagnóstico da esquistossomose, apresenta sérias 

limitações, demonstradas a ocorrência de resultados falsos-positivos e falsos-

negativos em amostras de variadas cargas parasitárias. 
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1.6 Fatores como dificuldade de produção, alto custo financeiro e necessidade de 

condições e equipe laboratorial especializada são fatores associados à limitação do 

uso de testes sorológicos no diagnóstico da esquistossomose, indicando-se o uso 

apenas em casos de triagem de pacientes suspeitos, necessitando a aplicação de 

outros métodos associados para confirmação da infecção por S. mansoni. 

 

Conclusões gerais: 138 amostras de soros humanos previamente coletados foram 

utilizadas para analisar o desempenho do diagnóstico através da detecção do 

antígeno MAMA, através do método de Western Blot. 76,8% das amostras foi 

detectada por reação sorológica ao antígeno MAMA e 23,2% não apresentaram 

reatividade. No total, foram reconhecidos 78 casos verdadeiramente positivos, 22 

verdadeiramente negativos, 10 (11,4%) falso-negativos e 28 (56%) falso-positivos, 

utilizando o método Helmintex como método de referência para o diagnóstico. 

 

Capítulo III: “Genetic diversity within Schistosoma mansoni: DNA barcoding 

reveals one genetic group in Brazil” 

 

1.1 Ao final das extrações e purificações de DNA, foram obtidas 47 sequências 

genéticas de alta qualidade, dos isolados brasileiros de Estância e Propriá 

(Sergipe), Januária (Minas Gerais), Sumidouro (Rio de Janeiro) e Esteio (Rio 

Grande do Sul), através das quais foram analisadas a diversidade genética 

local. 

1.2 Foram utilizados como grupos comparativos externos, as sequências 

genéticas de isolados do Senegal, Nigéria, Mali, Camarões, Uganda, Quênia, 

Tanzânia e Zâmbia, depositados em bancos genéticos da Schistosomiasis 

Collection - Natural History Museum of London. 

1.3 A diversidade de haplótipos entre os isolados brasileiros foi de 0,333, 

enquanto que o padrão de variabilidade genética entre as sequências foi de 

0,215, não demonstrando variações genéticas significativas entre os isolados 

abordados nesta análise. 

1.4  Foi demonstrada a ocorrência de apenas dois haplótipos entre os isolados 

brasileiros, sendo um composto pelas amostras originárias de Propriá e 
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Estância (SE), Januária (MG)) e Esteio (RS) e outro pelas amostras do 

isolado Sumidouro (RJ). 

1.5 As sequências de isolados do Brasil aparentam ter uma associação genética 

mais similar às sequencias do Senegal e Nigéria, em comparação aos 

demais países africanos analisados, sugerindo a possível origem das 

linhagens brasileiras nestas regiões da África. 

 

Conclusões gerais: Cinco isolados brasileiros de S. mansoni (Estados de Sergipe, 

Rio de Janeiro, Minas Gerais e Rio Grande do Sul) foram utilizados para estudos de 

ocorrência de diversidade genética, em comparação a isolados africanos. Com uso 

da técnica de “DNA barcoding”, utilizando a variação de sequências genéticas da 

subunidade cox I do DNA mitocondrial foram identificados dois haplótipos ocorrentes 

entre as amostras brasileiras, sugerindo a origem dos isolados nos países africanos 

do Senegal e Nigéria. 
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PERSPECTIVAS 

 

 Diante dos resultados apresentados, as perspectivas para a continuidade das 

pesquisas abordadas nesta Tese estão relacionadas ao aprofundamento dos 

estudos sobre detecção de ovos pelo método Helmintex, através da busca de 

estratégias inovadoras para o aprimoramento da leitura de sedimentos fecais, 

visando a redução no tempo necessário à leitura dos resultados; o desenvolvimento 

de estudos nas regiões descritas com maior número de pessoas infectadas em 

Candeal, correlacionando os casos positivos às suas possíveis fontes de infecção; o 

acompanhamento da localidade Candeal e o desenvolvimento de medidas de 

saneamento básico e educação em saúde a fim de monitorar o comportamento 

focal; a definição dos critérios de certificação de interrupção da transmissão da 

esquistossomose na localidade Candeal ao longo do tempo; a avaliação sorológica 

dos 47 antígenos disponíveis para S. mansoni e a descrição dos índices de 

sensibilidade, utilizando como método de referência o Helmintex;  a descrição da 

correlação entre o desempenho do antígeno MAMA e do teste rápido de urina POC-

CCA na detecção da infecção por S. mansoni, utilizando como método de referência 

o Helmintex; a ampliação do número de isolados no estudo de variabilidade 

genética, amostrando pelo menos uma forma parasitária de cada Estado brasileiro 

com ocorrência natural de esquistossomose, e o desenvolvimento de análises de 

diferenciação entre isolados obtidos na natureza em comparação a cepas mantidas 

em laboratório. 
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