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RESUMO 

 

A esquistossomose humana é apontada como uma das doenças tropicais mais 

devastadoras, afetando cerca de 250 milhões de indivíduos em todo o mundo. Por este 

motivo, é considerada a segunda doença parasitária mais importante em termos de 

efeito socioeconômico, perdendo apenas para malária.  No Brasil, o Schistosoma 

mansoni é o único agente etiológico da esquistossomose e atinge 19 Estados. Em 

áreas de recente introdução da doença ou onde ocorre o controle, a baixa carga 

parasitária é uma realidade, e sua detecção é dificultada pela baixa sensibilidade 

diagnóstica dos métodos disponíveis. O Helmintex® é um método proposto 

recentemente, que utiliza uma grande quantidade de fezes, inúmeros processos de 

concentração, e adição de partículas paramagnéticas, provando-se com alta 

sensibilidade para a detecção de ovos de S. mansoni nas fezes. No entanto, é um 

processo laborioso, com limitada aplicação em campo e demora na entrega do 

diagnóstico. O foco principal desta Tese é o aprimoramento de metodologias de 

detecção de ovos para o diagnóstico da esquistossomose, buscando, principalmente, o 

melhoramento da metodologia Helmintex®. Desta forma, o primeiro capítulo desta Tese 

propõe a redução do sedimento final Helmintex®, com o uso de detergente neutro, 

Tween 20, e a coloração dos ovos de S. mansoni com ninidrina, buscando otimizar a 

metodologia. O segundo capítulo visa o uso de uma reação quimioluminescente para a 

detecção de ovos S. mansoni em meio ao sedimento final Helmintex®, objetivando a 

rapidez no diagnóstico final. Por fim, o terceiro capítulo, explora o entendimento das 

peculiaridades dos ovos na sua passagem pela parede intestinal, observando a 

passagem em “cluster” e secreção, pelos ovos, de uma proteína denominada Sm 16. 

Os resultados obtidos neste trabalho reforçam o papel proposto ao método Helmintex, 

de servir como referência para o diagnóstico da esquistossomose intestinal, e para a 

avaliação comparativa de outros testes, além de registrar pela primeira vez, a formação 

de “cluster” e a excreção da proteína Sm16 por ovos de S. mansoni durante sua 

migração pela parede intestinal de camundongos.  

 

Palavras Chave: Esquistossomose, baixa endemicidade, sensibilidade.  



10 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Human schistosomiasis is considered one of the most devastating tropical diseases, 

affecting about 250 million people around the world. For this reason, it is considered the 

second most important parasitic diseases in terms of socio-economic effects, losing only 

to malaria. In Brazil, Schistosoma mansoni is the only etiological agent of 

schistosomiasis, affecting 19 States. In areas of recent disease introduction or where the 

control occurs, low parasite burden is a reality and its detection is hampered by the low 

sensitivity of the available diagnostic methods. Helmintex® is a recently proposed 

method that uses a large amount of feces, numerous concentration steps, and addition 

of paramagnetic particles, conveying high sensitivity for the detection of eggs of S. 

mansoni in feces. However, it is a laborious process, with limited application in the field 

and delayed delivery of the diagnosis. The objective of this thesis is the improvement of 

egg detection methodologies for the diagnosis of schistosomiasis, mainly seeking the 

improvement of the Helmintex® methodology. Thus, the first chapter of this thesis 

proposes the reduction of the final Helmintex® sediment, with the use of neutral 

detergent, Tween 20, and the staining of S. mansoni eggs with ninhydrin, aiming to 

optimize the methodology. The second chapter investigates the use of a 

chemiluminescent reaction for the detection of S. mansoni eggs in the final Helmintex® 

sediment, aiming to speed up the final diagnosis. Finally, the third chapter explores the 

peculiarities of eggs and their passage through the intestinal wall, observing their 

clustering and the secretion by the eggs of a protein called Sm 16. The results obtained 

in this work reinforce the proposed role of the Helmintex method, to serve as a reference 

for the diagnosis of intestinal schistosomiasis, and for the comparative evaluation of 

other tests, in addition to registering for the first time, the formation of cluster and the 

excretion of the protein Sm16 by S. mansoni eggs during their migration through the 

intestinal wall of mice. 

 

Keywords: Schistosomiasis, low endemicity, sensitivity. 
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1. PREFÁCIO 

 

Em janeiro de 1997, um paciente homem, residente do município de Esteio (RS), 

de meia idade, dava entrada em um hospital do município de Sapucaia (RS) com 

sintomatologia que levava a um diagnóstico inicial de hepatite. Dentre vários exames, 

os realizados com fezes (método de sedimentação espontânea), revelaram a existência 

de ovos de Schistosoma mansoni. Após o conhecimento deste caso, estudos realizados 

pelo Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS no município de Esteio, através da 

investigação epidemiológica da rede de contatos do caso índice, comprovaram a 

existência de um foco de esquistossomose no município de Esteio. Ao longo de 21 

anos, este achado proporcionou ao Grupo de Biologia Parasitária não só mais uma 

linha de pesquisa, mas inúmeras parcerias consolidadas nacionais e internacionais e 

trabalhos publicados. Um deles, publicado no ano de 2007, buscava suprir a deficiência 

diagnóstica de testes já consolidados em áreas onde a carga de ovos eliminados nas 

fezes é muito baixa, fato encontrado no município de Esteio. Denominado Helmintex®, a 

nova metodologia apresenta uma sensibilidade de 100% para cargas maiores do que 

1.3 ovos por grama de fezes (OPG). Para alcançar esta sensibilidade a metodologia foi 

desenvolvida a partir da utilização de grande quantidade de fezes (30 gramas) que 

passam por vários passos de concentração, terminando com o isolamento dos ovos 

através de sua interação com partículas paramagnéticas em um campo magnético 

(Teixeira et al., 2007).  

Um estudo realizado no município de Januária (MG) com 270 indivíduos (Oliveira 

et al., 2018) e outro no municipio de Estância (SE) com 461 indivíduos (Lindholz et al., 

2018) confirmaram a alta sensibilidade do Helmintex® como método diagnóstico para 

detecção de ovos de S. mansoni nas fezes em áreas endêmicas, apesar de 

deificuldades de sua aplicação em campo. Aqueles estudos (encontrados nesta Tese 

no ANEXO E) serviram de base para que o Ministério da Saúde adotasse o Helmintex® 

como padrão de referência para avaliar a eficiência no Brasil de um teste rápido de 

urina indicado pela Organização Mundial da Saúde (http://www.pucrs.br/blog/orgao-

publicos-reconhecem-metodo-diagnostico-de-esquistossomose/). Por esse motivo, a 

http://www.pucrs.br/blog/orgao-publicos-reconhecem-metodo-diagnostico-de-esquistossomose/?fbclid=IwAR12TpMmSEmPgc-VUkZaziCxyopPGTtX64JhqKut1D5D1E3vIrgvNUg3K7M
http://www.pucrs.br/blog/orgao-publicos-reconhecem-metodo-diagnostico-de-esquistossomose/?fbclid=IwAR12TpMmSEmPgc-VUkZaziCxyopPGTtX64JhqKut1D5D1E3vIrgvNUg3K7M
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otimização do HTX tronou-se prioritária, com a busca de processos alternativos que 

possam reduzir o tempo de sua aplicação. 

A presente Tese, dividida em três capítulos, tem como objetivo principal 

aprimorar o Helmintex® para diagnóstico da infecção por S. mansoni através da 

detecção de ovos nas fezes. 

O Capítulo I da Tese, apresenta um aprimoramento do Helmintex®, visando 

especialmente otimizar a etapa de leitura, focando na redução do sedimento final pela 

aplicação de detergente (Tween-20) e a coloração dos ovos de S. mansoni pela 

ninidrina, facilitando a visualização destes em meio ao sedimento espalhado sobre filtro 

de papel. A publicação destes dados em 2017 na revista Experimental Parasitology, 

com o título “Optimization of the Helmintex® method for schistosomiasis diagnosis”, 

estabeleceu uma nova versão para o método HTX.  Sua aplicação em dois grandes 

estudos de campo, demonstraram que a sensibilidade do Helmintex® é pelo menos três 

vezes maior do que a sensibilidade do método de Kato-Katz, e descreveram as 

limitações do método POC-CCA (teste rápido de urina), para diagnosticar indivíduos 

com baixa carga parasitária. Por esse motivo, o método passou a ser recomendado 

como referência para diagnóstico de esquistossomose intestinal e para avaliação 

comparativa de testes parasitológicos.  

No Capítulo II, buscou-se reduzir ainda mais a etapa de leitura do sedimento final 

Helmintex®. Trata-se de uma nova metodologia de detecção de ovos, baseada no uso 

da quimiluminescência (Luminol-H2O2) acoplada à detecção por espectrofotometria em 

apenas 100 μL de sedimento final Helmintex®.  Tal inovação faz parte de um primeiro 

artigo sobre o tema, denominado “A new diagnostic strategy which uses a luminol-H2O2 

system to detect Schistosoma mansoni eggs in fecal sediments processed by the 

Helmintex method”, submetido à revista PNAS.  Por possuir dados inéditos, hoje se 

encontra com pedido de adição de invenção sob número de processo BR 

1020170064786 (ANEXO A). O Capítulo ainda contempla informações substanciais 

obtidas através de inúmeros experimentos, sobre moléculas oriundas de ovos de S. 

mansoni, que possam ser responsáveis pela emissão de luz. A hipótese principal é de 

que tal fenômeno deve-se à existência de íons metálicos na casca de ovos e nos 

miracídios.  
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O Capitulo III, trata sobre um melhor entendimento da passagem dos ovos 

através da parede intestinal, e possibilidades de associações dos ovos em aglomerados 

e os mecanismos moleculares intervenientes nesta crítica etapa de saída no intestino 

do hospedeiro vertebrado.  Embora esta seja uma questão biológica muito básica do 

ciclo do S. mansoni, a detecção dos ovos nas fezes, por métodos diagnósticos como o 

HTX, é inteiramente determinada pelo sucesso do processo de saída dos ovos através 

da parede intestinal.     
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. A esquistossomose  

Em 1851, registrava-se pela primeira vez a esqusitossomose, após a realização 

de uma autópsia pelo médico alemão Theodor Bilharz no Egito. Por este motivo, por 

muitos anos, a esquistossomose ficou conhecida como bilharziose (Jordan, 2000), 

termo hoje pouco utilizado (Ross et al., 2002). 

A esquistossomose é uma parasitose, que algumas vezes pode levar a uma 

doença crônica, considerada uma das infecções parasitárias mais prevalentes em 

humanos (Santos e Chaves, 1997), e uma das doenças tropicais mais importantes 

(Gray et al., 2011; Bockarie et al., 2013), pois atinge cerca de 78 países da África, das 

Américas, do Oriente Médio e do Sudeste Asiático (Gray et al., 2011; Who, 2015). 

Globalmente, o risco de infecção atinge cerca de 779 milhões de pessoas (Steinmann 

et al., 2006; Utzinger et al., 2009); a infecção está presente em mais de 250 

milhões de indivíduos em todo o mundo, onde 201,5 milhões destas, vivem na 

África (Steinmann et al., 2006; Utzinger et al., 2009; Hotez et al., 2014). Está 

diretamente ligada a aspectos socioeconômicos, principalmente a pobreza e falta de 

saneamento básico (Barbosa et al., 1996; Who, 2016). É causada por helmintos 

trematódeo do gênero Schistosoma, com seis espécies conhecidas, S. hematobium, S. 

intercalatum, S. japonicum, S. malayensis, S. mansoni e S. mekongi (Colley et al., 2014; 

Who, 2015), mas apenas três delas são responsáveis pela infecção mais comuns em 

humanos: S. haematobium, S. mansoni e S. japonicum (Colley e Secor, 2017; McManus 

et al., 2018). Schistosoma mansoni é a única espécie encontrada em áreas endêmicas 

nas Américas, que incluem quatro países: Brasil, Venezuela, Suriname e Santa Lúcia 

(Zoni et al., 2016). O Brasil possui a área mais extensa e é responsável por 95% dos 

casos (WHO, 2010). No entanto, registros do Ministério da Saúde indicam que, desde 

2014, a percentagem de casos identificados através de inquéritos de busca em 

municípios endêmicos tem decrescido gradualmente (Ministério da Saúde 2014). O 

recente inquérito Nacional de Prevalência da Esquistossomose mansoni e 
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Geohelmintoses (INPEG) estima que o total de casos no país não ultrapassa dois 

milhões (Katz, 2018).  

No Brasil, sua distribuição atinge principalmente várias áreas de Estados da região 

Nordeste e o norte de Minas Gerais, no entanto, são encontrados focos isolados de 

transmissão nos Estados do Espírito Santo, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul (Ministério da Saúde, 2013). Na região Sul, o primeiro 

caso autóctone da doença foi descoberto em janeiro de 1997, em um paciente 

hospitalizado no município de Sapucaia e residente em Esteio (Graeff-Teixeira et al., 

1999). Desde então, o Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS vem estudando e 

monitorando este foco, se envolvendo diretamente em estudos que visam otimizar 

métodos diagnósticos de alta sensibilidade para a esquistossomose. 

 

2.2. Carga parasitária e prevalência da esquistossomose 

Na maioria das parasitoses, em especial para esquistossomose, a quantidade de 

ovos nas fezes tem correlação direta com a quantidade de vermes adultos existentes 

no paciente. Sendo assim, a carga parasitária é indicada pela contagem de ovos por 

grama de fezes (OPG) (Tarafder et al., 2010; Neto et al., 2012).  Desta forma, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), baseada em exames de Kato-Katz obtidos a 

partir de uma amostra de fezes em duas lâminas, classifica os indivíduos infectados em 

três categorias, de acordo com a intensidade da infecção: leve ou baixa (1 a 99 OPG), 

moderada (100 a 399 OPG) e alta ou grave (≥ 400 OPG). Dos quais, o percentual de 

casos com intensidade alta (≥ 400 OPG) é preconizado pela OMS, como indicador das 

metas para “controle de morbidade” (< de 5% de casos com OPG > 400) e “eliminação 

como problema de saúde pública” (< de 1% de casos com OPG > 400) (WHO 2013).  

 Estudos realizados em 2016 revelam que a carga global da esquistossomose é 

estimada em 1,9 milhões de anos de vida, ajustados por incapacidade (Hay et al., 

2017), dado alarmante, visto que na maioria das áreas endêmicas geralmente a 

infecção inicial ocorre em crianças a partir de 2 anos, e nestas, pelas inúmeras 

infecções que terão, calcula-se que a carga parasitária crescerá durante os próximos 10 

anos de vida (Colley et al., 2014). Por este motivo, a maior prevalência e intensidade de 
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infecção são comumente descritas em adolescentes (Hotez e Kamath, 2009; Colley et 

al., 2014), e são classificadas em três categorias: alta prevalência  (≥  50% infectados), 

moderada prevalência (≥ 10% e < 50% infectados) e baixa prevalência (< 10% 

infectados) (WHO, 2002). 

 

2.3. Schistosoma mansoni  

Os esquistossomos, ao contrário de outros trematódeos, apresentam sexos 

separados. Os vermes adultos possuem corpo cilíndrico com cor branca ou 

acinzentada, com 7-20 milímetros (mm) de comprimento, apresentado duas ventosas 

terminais, um tegumento complexo, um trato digestivo de fundo cego e órgãos 

reprodutores (Gryseels et al., 2006). O macho ainda apresenta um sulco longitudinal ou 

canal ginecóforo, no qual ele retém a fêmea, mais longa, cilíndrica e mais fina (Gryseels 

et al., 2006). O parasito apresenta diferentes estágios de desenvolvimento: ovo, 

miracídio, esporocisto, cercária, esquistossômulo e verme adulto (Souza et al., 2011), 

possuindo longevidade de três a cinco anos, podendo chegar a 30 anos (Hinrichsen, 

2005; Prata, 2007). 

 

2.4. O ciclo biológico  

O ciclo possui duas fases parasitárias: uma infectante do hospedeiro 

intermediário, molusco da espécie Biomphalaria glabrata, e outra infectante do 

hospedeiro definitivo, humano (Neves et al., 2010). Na água, os ovos maduros sofrem 

influência da baixa osmolaridade do meio, de estímulos luminosos e temperatura, o que 

leva a intensos movimentos do miracídio, resultando na ruptura da casca do ovo e 

liberação do miracídio, que nada em direção a seu hospedeiro intermediário. Dentro do 

molusco, os miracídios se transformam em esporocistos e fazem reprodução 

assexuada, produzindo esporocistos filhos, e destes se origina um grande número de 

cercárias. Passados 30 dias, as cercárias emergem do molusco em resposta à luz e 

calor (Figura 1) (MacManus et al., 2018). 
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A infecção em humanos ocorre pelo contato com água contaminada por 

cercárias, que penetram na pele intacta (Ross et al., 2001; Gryseels et al., 2006). No 

momento da penetração, perdem a cauda e transformam-se em esquistossômulos, que 

migram pela circulação sanguínea até o sistema porta hepático, onde irão amadurecer 

e transformar-se em vermes adultos dentro de 25-28 dias (Coura, 2007).  

 

Ovos  

Miracídios

Molusco  

Cercárias

S. mansoni adultos  

Esquistossômulos 1 cm  

180 µm

500 µm

190 µm

150 µm

Ciclo no  hospedeiro humano

Ciclo no  meio 

aquático

 

 

 

 

2.5. Os ovos 

O ovo do S. mansoni mede aproximadamente 150 μm de comprimento por 65 

μm de largura, com polo anterior delgado e posterior volumoso, possuindo um espinho 

(espículo) lateral saliente e agudo, característico da espécie (Figura 2) (Ford e 

Blankespoor, 1979; Karl et al., 2013). A eliminação diária de ovos pelas fêmeas, no 

interior das vênulas mesentéricas inferiores, é de 300 ovos imaturos (Prata, 1957; 

Pellegrino e Goelho, 1978; Rey, 2001), outros autores relatam 350 ovos, (Cheever et 

Figura 1: Ciclo biológico do S. mansoni (Adaptado pelo Grupo de Parasitologia 
Biomédica da PUCRS, 2018). 
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al., 1994). Uma vez eliminados, para chegar à luz do intestino, atravessam o endotélio, 

a membrana basal das veias, e o epitélio do intestino.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A maturação dos ovos de S. mansoni ocorre em duas etapas pré-embrionárias 

dentro da fêmea, e oito estágios embrionários após a postura dos ovos (Jurberg et al., 

2009). Recém depositados, os ovos não possuem estruturas complexas entre a casca e 

o embrião (Neill et al., 1988), assim sua maturação, que simplesmente consiste da 

casca do ovo reticulado em torno do óvulo e das células vitelínicas, leva cerca de uma 

semana, e quando maduros são transportados e eliminados para o lúmen intestinal 

(Lenzi et al., 1991). A estimativa é que um terço desses ovos percorra este caminho 

para a luz do intestino, com o objetivo de completar o ciclo. Os demais ao falharem no 

processo de aderir e penetrar na parede dos vasos seguem o fluxo sanguíneo 

(DeWalick et al., 2011). 

A casca de ovos maduros, eliminados nas fezes, apresenta aspecto liso quando 

visualizados em microscopia óptica. Porém, quando visualizados em microscopia 

eletrônica de varredura (MEV), a casca apresenta-se com uma aparência granulada 

devido à presença de irregularidades e microfilamentos, que formam uma espécie de 

tapete sobre a superfície (Figura 3) (Neill et al., 1988; Karl et al., 2013). As cascas dos 

ovos de S. mansoni apresentam-se endurecidas com coloração marrom-claro-

transparente, devido principalmente a ligações cruzadas de proteínas quinonas, que 

60µ

m 

Figura 2: Imagem de ovos de S. mansoni 
em microscopia em sedimento Helmintex®. 
Microscopia óptica de 20 x.  Imagem obtida 
pelo Grupo de Parasitologia Biomédica da 

PUCRS, 2012. 
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são dependentes da atividade da tirosinase (Mathieson e Wilson, 2010; DeWalick et al., 

2011). A tirosinase é uma glicoenzima que contém cobre (Cu), e desenvolve um papel 

importante no mecanismo de reticulação da casca do ovo de S. mansoni durante toda a 

sua maturação (Seed et al., 1978; Cordingley, 1987; Fitzpatrick et al., 2007). 

Aproximadamente um terço das proteínas encontradas nas cascas dos ovos de S. 

mansoni, obtidos de fígado, são proteínas celulares comuns, entre elas a p40, HSP-70, 

enolase, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), precursor de superóxido 

dismutase, e tiorredoxina peroxidase (Mathieson e Wilson, 2010; DeWalick et al., 2011). 

 A superfície dos ovos de S. mansoni também é rica em carboidratos, o que lhes 

confere características extremamente dinâmicas, permitindo diversas interações entre o 

parasita e o hospedeiro (Abdul-Salam e Mansour, 2000). Os ovos, além de produzirem 

glicoproteínas, e antígenos glicolipídicos, também produzem oligossacarídeos não 

conjugados únicos, não detectados em meio de cultura (Robijn et al., 2007) 

 

 

Figura 3: Ovo de S. mansoni visualizado em microscopia eletrônica de varredura 
(MEV). A: Imagem do ovo inteiro. B: Superfície do ovo com uma aparência granulada 
devido à presença de irregularidades e microfilamentos. Imagem obtida pelo Grupo de 
Parasitologia Biomédica da PUCRS, 2016. 
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2.6.  Etapas da infecção e fisiopatologia 

Se não for tratada, a esquistossomose pode resultar, em uma minoria dos 

infectados, em morbidade grave e até em mortalidade.  Embora haja controvérsias 

quanto a extensões exatas da morbi-letalidade, hoje se reconhece que a 

esquistossomose sempre influencia negativamente a qualidade de vida, como uma 

patologia inflamatória sistêmica crônica, mesmo na ausência das formas clínicas 

graves classicamente descritas (King et al., 2005; McManus et al., 2018). 

A maioria das lesões causadas pela esquistossomose mansoni é influenciada 

pela resposta imunitária induzida e seus efeitos na formação de granulomas (Dunne e 

Pearce, 1999; Cheever et al., 2000), sendo os ovos de S. mansoni considerados os 

elementos centrais na patogênese, devido à excreção de proteínas quando maduro 

(Prata, 1957; DeWalick et al., 2011). 

 

2.6.1. Mecanismos  

Três estágios gerais caracterizam a progressão da infecção:  

  Estágio agudo: Após a penetração na pele, parte das cercárias irá morrer na 

pele, enquanto as restantes ganham a circulação venosa através de pequenos vasos 

sanguíneos, ou entrando em vasos linfáticos, sendo transportadas por vasos 

sanguíneos para o local de maturação dos vermes adultos, no fígado. (Ross et al., 

2007). 

Na pele, nas primeiras 12 horas (h), a resposta imune inata a larvas mortas, 

pode originar reações de hipersensibilidade e causar uma reação prurítica 

maculopapular, chamada dermatite cercariana (Lichtenbergová et al., 2008). Esta 

reação é predominantemente constituída por leucócitos mono e polimorfonucleares e se 

apresenta clinicamente como um exantema maculopapular pruriginoso (Mahmoud, 

2009), cuja intensidade depende do número e duração das exposições, e ao estado 

imunológico do hospedeiro (Lichtenbergová et al., 2008). Durante a passagem pela 

epiderme e derme, ocorre reação de hipersensibilidade do tipo imediata com ativação 

de vários componentes da resposta imune inata. Em dois dias, organiza-se um infiltrado 
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de polimorfonucleares, mononucleares e células de Langerhans, além de produção 

local de quimiocinas – CCL3/ MIP-1a – e citocinas – IL-1b, IL-6, IL-12p40, IL-10 (IL = 

interleucina) (Hogg et al., 2003).  

As formas clínicas da esquistossomose aguda geralmente ocorrem entre duas 

semanas e três meses após o contato, em indivíduos expostos pela primeira vez (Ross 

et al., 2007). Raramente observada em populações de áreas endêmicas devido à 

dessensibilização in útero (King et al., 1998) ou possivelmente devido à exposição 

repetida à penetração de cercárias na pele induzindo produção de IL-10 por células T 

CD4 + na pele, que resulta em resposta imune reguladora (Sanin et al., 2015). 

Os sintomas muitas vezes acompanhados de eusinofilia e infiltrados pulmonares 

(Gryseels et al., 2006; Ross et al., 2007; Clerinx e Van Gompel, 2011), são causados 

por reações de hipersensibilidade sistêmica e formação de imunocomplexos em 

resposta a antígenos liberados durante a migração de esquistossômulos, ou no início 

da deposição de ovos (Ross et al., 2007).  

Infecção ativa estabelecida: A infecção se estabelece com a maturação dos 

vermes adultos, iniciando-se a produção e excreção de ovos (Colley e Secor, 2014). Os 

vermes adultos, que residem nas veias mesentéricas inferiores, possuem mecanismos 

de escape das reações imunológicas do hospedeiro, por exemplo, através da 

mimetização da sua superfície externa (Melo e Coelho, 2005). 

As principais lesões e sintomas relacionados à esquistossomose mansoni estão 

relacionados a respostas inflamatórias contra os ovos dos parasitas que ficam retidos 

nos tecidos (Coura, 2000; Souza et al., 2011). Os ovos liberam antígenos solúveis que 

induzem à destruição do tecido circunjacente por ação lítica, e levam a uma reação 

inflamatória granulomatosa (Nascimento-Carvalho e Moreno-Carvalho, 2005).  O fígado 

é o principal órgão afetado, por ser a primeira barreira mecânica para ovos não 

eliminados nas fezes e que seguem centripetamente o fluxo do sangue venoso 

mesentérico, exibindo diferentes graus de lesões inflamatórias destrutivas e obstrutivas 

dos ramos do sistema porta intra-hepático (Andrade e Bina, 1983). 

As populações que correm o maior risco de lesões graves, pela frequência de 

exposição em cursos d’água, englobam crianças e adolescentes (Casavechia et al., 

2018), nos quais a infecção crônica pode resultar em anemia, fibrose intestinal e 
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hepática, esplenomegalia e complicações neurológicas (Gryseels et al., 2006; Colley e 

Secor, 2014; Organization, 2014). Estes sintomas são inteiramente reversíveis após 

tratamento e remoção dos vermes (Gryseels et al., 2006). 

Infecção crônica tardia: Em áreas endêmicas, a maioria das pessoas estão 

continuamente expostas à infecção e gradualmente, diminuem sua carga parasitária 

após o início da adolescência, à medida que novas infecções se sucedem com gradual 

incremento de eficácia da resposta imune (Wilkins et al., 1984). A resposta imune na 

infecção crônica tardia é gradativamente modulada para menor reatividade, diminuindo 

assim o tamanho dos novos granulomas, e levando a uma melhor resolução dos 

granulomas prévios (McManus et al., 2018). 

 

2.6.2. Fisiopatologia 

Durante os estágios ativo, estabelecido, e crônico tardio, a gravidade dos sintomas 

geralmente está correlacionada com a intensidade da infecção, podendo gerar 

morbidade órgão-específica devido ao acúmulo de ovos e ao desenvolvimento de 

fibrose (Ross et al., 2007). Na esquistossomose intestinal, associada a ovos 

aprisionados em tecido intestinal, é possível verificar a indução de inflamação 

granulomatosa da mucosa, com surgimento de microulcerações, sangramento 

superficial e por muitas vezes, pseudopolipose (Gryseels et al., 2006; Chen et al., 

2014). Já na esquistossomose hepatoesplênica, granulomas formados ao redor de ovos 

presos no tecido periportal e pré-sinusoidal causam substancial aumento do baço e do 

fígado (Vennervald et al., 2004; Gryseels et al., 2006; Wilson et al., 2011). Em algumas 

pessoas, os granulomas resultam em fibrose periportal grave, com deposição de 

colágeno em torno da veia porta, oclusão dos ramos portais menores e patologia 

severa, irreversível em muitos casos (Lambertucci et al., 2009; Gray et al., 2011). 

 

2.7. Controle e eliminação  

O consenso em relação a doenças tropicais negligenciadas (NTDs) como a 

esquistossomose é de que o controle pode ser realizado de forma coordenada com o 

tratamento coletivo das populações, utilizando medicamentos seguros administrados 
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em intervalos regulares independentemente de diagnóstico individual prévio 

(quimioterapia preventiva ou quimioprofilaxia) (WHO, 2017). Este consenso foi definido 

pela resolução 54.19, aprovada no ano 2001 pela Assembleia Mundial da Saúde (WHA 

54.19), que reconhece a importância do fornecimento de água potável, saneamento 

básico e da quimioterapia repetida com medicamentos seguros, de dose única em 

intervalos regulares, especialmente das crianças (WHO, 2002). 

A resolução WHA 54.19, levou a criação de uma nova Resolução no ano de 

2012, a WHA 65.21, que prevê a interrupção da transmissão da esquistossomose 

(Secor e Colley, 2018). A Resolução WHA 65.21 prevê o tratamento regular de pelo 

menos 75% das crianças de áreas endêmicas até o ano de 2020 (WHO, 2015), o 

fornecimento de água potável, saneamento e higiene (WHO, 2018), o controle de 

caramujos e acima de tudo, métodos diagnósticos mais sensíveis, já que as 

intensidades das infecções diminuem, devido à quimioterapia repetida, aproximando-se 

dos limites de sensibilidade para as técnicas recomendadas (Yu et al., 1998).  

Todos estes objetivos previstos pela WHA 65.21 trouxeram à tona pela primeira 

vez a possibilidade real de eliminação da esquistossomose (Bergquist et al., 2017). Mas 

para que este objetivo seja alcançado os esforços de todos os países endêmicos 

devem ir além das medidas de controle biomédico, incluindo o desenvolvimento social e 

econômico, traduzido em amplo fornecimento de água e saneamento, sustentados até 

a certificação da eliminação (Secor e Colley, 2018).  

O Brasil é signatário da resolução WHA 65.21, por esta razão, o Ministério da 

Saúde assumiu o compromisso de cumprir os objetivos estratégicos da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) 2012-2020 (Cabello et al., 2016). Estes objetivos são reduzir 

a prevalência de infecção de intensidades altas (OPG ≥ 400) para menos de 5% até 

2020 (controle de morbidade) e para menos de 1% até 2025 (eliminação da 

esquistossomose como problema de saúde pública). Dadas às peculiaridades 

epidemiológicas e as políticas de saúde publica do Brasil, as diretrizes para controle de 

morbidade ressaltam a identificação precoce e o tratamento oportuno dos portadores de 

infecção, em vez da administração em massa de praziquantel (Ministério da Saúde, 

2014; Favre et al., 2015). Além disso, a fim de eliminar a transmissão da 

esquistossomose, o Ministério da Saúde (2014) considera essencial implementar 
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medidas preventivas incluindo educação em saúde, saneamento ambiental e 

mobilização comunitária, no âmbito do Sistema Único de Saúde (SUS). 

 

2.8. Diagnóstico 

O diagnóstico padrão confirmatório da esquistossomose é feito através da direta 

visualização dos ovos nas fezes do indivíduo (Knopp et al., 2011; Albonico et al., 2012; 

Levecke et al., 2014). Como alternativa, são utilizados imunodiagnósticos (Cesari et al., 

2005; Sulahian et al., 2005), detecção de DNA (Sandoval et al., 2006), e detecção 

direta de antígenos no soro (Van Lieshout et al., 2000). Embora estes métodos sejam 

úteis devido à eficácia e rapidez no diagnóstico, em áreas de baixa prevalência, estes 

não estabelecem a intensidade da infecção, e muitos deles não servem como 

diagnóstico da infecção ativa, uma vez que os resultados das provas imunológicas 

podem permanecer positivos por muito tempo, mesmo após o tratamento da infecção 

(Sturrock, 2001). 

A técnica coprológica conhecida como Kato-Katz (KK), que consiste na 

clarificação de 42 miligramas (mg) de fezes cobertas por uma lâmina de celofane 

embebida em verde de malaquita (Katz et al., 1972), é recomendado por programas de 

controle em áreas de moderada a alta intensidade de infecção e prevalência. Devido ao 

seu uso extensivo, foi estabelecida como parte das diretrizes da OMS para programas 

de controle de morbidade (Who, 2011). No entanto, em áreas de baixa intensidade de 

infecção e prevalência, esta técnica demonstrou grande variabilidade (De Vlas e 

Gryseels, 1992; Kittur et al., 2016). Devido a este fato, o método KK pode levar à 

ocorrência de diagnósticos falso-negativos e o não estabelecimento da real prevalência 

(Enk et al., 2008). 

Nos últimos anos, diversos estudos relatam o uso de um teste diagnóstico 

indireto como alternativa aos métodos parasitológicos diretos para o diagnóstico de S. 

mansoni, denominado Antígeno Catódico Circulante (POC-CCA) (Shane et al., 2011; 

Stothard et al., 2011; Coulibaly et al., 2013), com capacidade de detecção de 

glicoproteínas do esquistossomo na urina do hospedeiro (Deelder et al., 1994; De 

Clercq et al., 1997; Disch et al., 1997; Polman et al., 1998; Coulibaly et al., 2013). As 

principais vantagens do POC-CCA incluem seu fácil manuseio sob condições de 
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campo, e requisitos mínimos de treinamento prático para sua aplicação (Colley et al., 

2017). Estudos realizados no Quênia (Verani et al., 2011), Uganda (Sousa-Figueiredo 

et al., 2010; Stothard et al., 2011) e Costa do Marfim (Coulibaly et al., 2013) relatam que 

o POC-CCA é até seis vezes mais preciso do que a técnica de Kato-Katz, (Kittur et al., 

2016). Entretanto, a especificidade do POC-CCA é influenciada pela reação cruzada 

com outras infecções por helmintos, produzindo falsos positivos, especialmente em 

áreas de prevalência moderada e baixa (Lodh et al., 2013), podendo levar a uma 

superestimação da prevalência (Colley et al., 2017).  

É importante enfatizar que a OMS recomenda atualmente tanto o KK (1 amostra, 

2 lâmias) e o POC-CCA para controle de morbidade (não eliminação) da 

esquistossomose mansoni. Entretanto, é seguro afirmar que nem o KK e nem o POC-

CCA podem detectar todos os casos de infecção por S. mansoni em uma área, sendo 

necessária a utilização de mais um teste, sensível e específico para fins de diagnóstico, 

que possa ser usado como “padrão de referência”.  

Em 2007, uma técnica coproparasitológica que ultiliza uma amostra de 30 

gramas de fezes foi relatada pela primeira vez. Denominda Helmintex® (Teixeira et al., 

2007), a nova metodologia trouxe avanço siginificativo para a detecção de ovos de S. 

mansoni em áreas onde as cargas parasitárias encontram-se reduzidas. Sua recente 

otimização (Favero et al., 2017) e aplicação em dois estudos de campo, confirmaram 

sua alta sensibilidade (Oliveira et al., 2018; Lindholz et al., 2018). Além de permitir a 

comparação  entre o KK (1 amostra, 2 lâminas) e o POC-CCA (uma amostra de urina) 

usando a metodologia Helmintex (1 amostra de 30 gramas (g) de fezes) como 

referência, revelando que as vantagens da metodologia Helmintex superam suas 

dificuldades operacionais, deixando claro inclusive que o Índice de Utilidade Clínica 

(CUI) do POC-CCA é menor (54%) do que do KK (70,9%) (Lindholz et al., 2018). 
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3. JUSTIFICATIVA  

 

Após 21 anos da descoberta do foco de esquistossomose mansônica no município 

de Esteio/RS, que conduziu o Grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS a 

desenvolver, patentear e publicar no ano de 2007 a metodologia Helmintex®, a 

resolução WHA 65.21 no ano de 2012, trouxe à tona a importância de métodos 

diagnósticos mais sensíveis para a eliminação da esquistossomose. 

Mesmo com sensibilidade de 100% para cargas acima de 1,3 OPG (Teixiera et al., 

2007), muitos aspectos da metodologia Helmintex® vem sendo otimizados nos últimos 

anos para torná-la menos trabalhosa e, se possível, ainda mais eficaz. A grande 

quantidade (30 g) de fezes examinada, os diversos processos de limpeza e 

concentração, o consequente esforço de redução e limpeza do sedimento, e a demora 

na leitura de todo o sedimento final são obstáculos técnicos a serem superados, 

sempre garantindo a alta sensibilidade do método.  

Portanto, é razoável concordar que a metodologia necessita de adequações para 

melhorar sua aplicabilidade no laboratório, e eventualmente em campo, com menor 

complexidade e tempo de processamento.  Por este motivo, no presente estudo a 

otimização da metodologia Helmintex® visou especialmente simplificar e reduzir o tempo 

para detecção dos ovos. Também investigamos o fenômeno da passagem de ovos de 

S. mansoni pela parede intestinal, o que vai determinar a eliminação dos ovos no 

ambiente. 

 

4. OBJETIVO GERAL DO DOUTORADO 

 

Aprimorar a metodologia de detecção de ovos da metodologia Helmintex® para o 

diagnóstico da esquistossomose mansoni. 
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CAPÍTULO I  

 

 

 

 

Otimização do método Helmintex para o diagnóstico de esquistossomose. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A esquistossomose, causada por parasitos do gênero Schistosoma é ainda uma 

infecção prevalente, apesar dos esforços para controle de sua disseminação (Chitsulo 

et al., 2000). O diagnóstico se baseia na identificação dos ovos do parasita nas fezes 

de indivíduos infectados (Albonico et al., 2012; Levecke et al., 2014). No entanto, a 

maioria dos métodos atualmente utilizados no diagnóstico não apresenta sensibilidade 

suficiente em áreas de carga parasitaria baixa (Corachan, 2002; Noya et al., 2002). O 

método Helmintex® (Teixeira et al., 2007) foi desenvolvido para detecção de pequenos 

números de ovos de S. mansoni, o que costuma ocorrer em áreas com baixa 

intensidade de transmissão. Este método utiliza uma grande quantidade de fezes que 

são processadas por vários passos de concentração e, em sua etapa final, os ovos são 

isolados em um campo magnético, após incubação com partículas paramagnéticas. 

Todas estas etapas trouxeram ao método alta sensibilidade. Porém, a realização de 

toda metodologia demanda tempo e esforço para conclusão do resultado.  

O presente Capítulo descreve o desenvolvimento dos experimentos para a 

incorporação de: 1) um detergente não iônico, estável e não tóxico, utilizado em 

inúmeras aplicações domésticas e científicas e farmacológicas conhecido como Tween-

20 (Helenius et al., 1979), para melhor homogeinização, redução de gorduras e grumos 

de sedimento fecal; 2) enzima celulase, que hidrolisa celulose, um polissacarídeo 

formado por várias unidades de glicose, muito utilizada em aplicações biotecnológicas, 

indústria de bebidas e nutrição animal (Lynd et al., 2002; Castro e Pereira Jr, 2010), 

para hidrólise de matérias celulósicos no sedimento; 3) e adição de um poderoso 

agente oxidante chamado de ninidrina, usado na detecção de aminoácidos (Plummer, 

1978) , anteriormente utilizado por Bell para coloração de ovos de S. mansoni (Bell, 

1963). 

 

HISTÓRICO DO CAPÍTULO I: Os dados de coloração de ovos utilizando ninidrina foram 

obtidos durante Mestrado realizado no Programa de Pós-Graduação em Biologia 

Celular e Molecular da PUCRS. A experimentação com detergente, enzima celulase e 

padronização da nova metodologia foi realizada durante o primeiro ano de doutorado no 
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Programa de Pós-Graduação em Medicina e Ciências da Saúde.  Estes dados foram 

publicados na revista Experimental Parasitology, em artigo intitulado “Optimization of 

the Helmintex method for schistosomiasis diagnosis” (encontrado neste capítulo na 

página 42). Neste artigo, foram propostos seis critérios de identificação para ovos de S. 

mansoni quando corados com ninidrina, posteriormente revisados e analisados a partir 

do material produzido no inquérito, realizado no sul de Sergipe, em novembro de 2015.  

Estas análises, e a consolidação da proposta dos critérios, fazem parte de um short 

communication recentemente submetido ao periódico Memórias do Instituto Oswaldo 

Cruz, intitulado “Criteria for identification of Schistosoma mansoni eggs from Helmintex 

fecal sediments stained with nynhidrin” (encontrado neste capítulo na página 49).  

Esta nova versão do método Helmintex foi aplicada em dois ensaios de campo 

que hoje se encontram publicados na revista PLoS Neglected Tropical Diseases em 

dois artigos, intitulados respectivamente “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” e “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”, encontrados nesta 

Tese no ANEXO E e F.  Estes dois estudos demonstraram a maior sensibilidade do 

Helmintex em relação aos métodos de Kato-Katz e o POC-CCA.  

Por este motivo, o Helmintex® foi escolhido como método de referência na 

comparação entre os métodos Kato-Katz e POC-CCA, no projeto de pesquisa 

multicêntrico denominado, “Validação de Teste Diagnóstico de Urina POC-CCA 

(Antígeno Catódico Circulante) para detecção de esquistossomose em áreas de baixa 

endemicidade”, coordenado por Otávio Sarmento Pieri (LEAS/IOC-Fiocruz).  Tal projeto 

foi encomendado pelo Ministério da Saúde do Brasil, para produzir dados que 

suportassem a decisão de rever, no país a rotina de varredura de casos e determinação 

das taxas de prevalência.  Grupos participantes deste projeto: das unidades da 

FIOCRUZ do Rio de Janeiro, Minas Gerais e da Bahia, bem como da Universidade 

Federal do Ceará e do Instituto Evandro Chagas, do Pará, passaram por treinamento 

da metodologia Helmintex, em curso ministrado no mês de setembro de 2018, pela 

autora desta Tese (ANEXO H). 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

Aperfeiçoar o método Helmintex® para reduzir o tempo de processamento de 

amostras e aumentar a eficácia do processo de detecção.   

 

 

2.1. Objetivos específicos  

 

 Reduzir o volume do sedimento final do Helmintex®, através da 

incorporação de um detergente não iônico (Tween-20) e incubação com celulase; 

 Aperfeiçoar e padronizar o método de coloração dos ovos de S. mansoni 

com ninidrina no sedimento final do Helmintex®; 

 Revisar os critérios de identificação de ovos de S. mansoni, corados pela 

ninidrina. 
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3. ARTIGO I 
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4. ARTIGO II 
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ABSTRACT 

Helmintex is a sensitive method for detecting Schistosoma mansoni (Sm) eggs. Here, 

we describe the individual frequency of six proposed criteria for the identification of Sm 

eggs prepared with the Helmintex method and stained with nynhidrin. The capacity for 

these criteria to classify Sm eggs when applied in various combinations is also 

examined. Nine observers registered the presence or absence of six different criteria in 

100 eggs at microscopy (100x).  The nynhidrin purple color was frequently observed and 

was the criteria associated with the lowest inter-observer variability.  Use of at least 

three criteria also resulted in a significantly better performance in the identification of 

eggs. 

 

Key words: schistosomiasis – egg-detection – nynhidrin - coproparasitology  
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 An increasing number of countries have achieved control of schistosomiasis with 

the goal of eliminating this public health problem, or at the very least, interrupting its 

transmission (Tchuenté et al., 2017; Zoni et al., 2016; WHO, 2013).  However, classical 

diagnostic methods lack the sensitivity needed to diagnose schistosomiasis in areas with 

reduced infection intensity (De Vlas and Gryssels, 1992; Kittur et al.,2016). A recent 

development in the ability to diagnose schistosomiasis has been use of the Helmintex 

(HTX) method (Teixeira et al., 2007). This method uses the interaction of eggs with 

paramagnetic particles in a magnetic field to obtain a sample that can then be stained 

with nynhidrin (Bell, 1963).  However, despite the high sensitivity of this method, it is a 

laborious method despite several modifications (e.g., new sieving procedures, inclusion 

of detergent in the fixation solution, and staining of eggs with nynhidrin for examination 

at a microscope) (Favero et al., 2017).  While the HTX method is not a “point-of-care” 

diagnostic method, it is considered to be a reference method for detecting 

schistosomiasis due to its extremely high sensitivity (Lindholz et al., 2018). 

Favero et al. (2017) have proposed a set of criteria for the identification of 

Schistosoma mansoni (Sm) eggs in preparations obtained via the HTX method and 

stained with nynhidrin. These criteria include: 1) the presence of spines; 2) egg size: 

150-117µm x 70-40µm (Lenzi et al., 2008); 3) egg shape; 4) definition of shell line; 5) 

internal space; and 6) color.  The goal of this study was to evaluate these criteria by: (i) 

describing the frequency of individual and combinatorial subsets of these six criteria and 

(ii) evaluating the performance of the criteria for identifying Sm eggs. 

 Filter papers containing positive fecal sediments were originally prepared as part 

of a field study conducted in Candeal, Sergipe in northeastern Brazil. The original study 

was approved by the PUCRS ethical committee (register 48809715.1.0000.5336) and 

the field and laboratory protocols used are described elsewhere (Lindholz et al., 2018). 

We selected these filter papers for reexamination in the present study. 

The  criteria for identifying Sm eggs in HTX preparations stained with nynhidrin 

were proposed by experienced readers at the GPB-PUCRS laboratory. These criteria 

were paired according to their presumed contribution to a definitive diagnosis of Sm 

eggs, with slightly decreasing certainty associated with Groups A–C, respectively 

(Figure 1).  Different combinations of criteria from Groups A, B, and C were also 
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analyzed in the following subsets: Combination 1 - defined as the use of criteria from 

only one Group; Combination 2 - defined as the use of criteria from any two Groups; and 

Combination 3 - defined as having at least one criteria from all three Groups. 

Analysis was performed by a group of nine readers who simultaneously observed 

selected fields containing a total of 100 eggs on a flat screen monitor. The readers 

recorded their observations regarding the six possible criteria on a standardized form.  

All of the images shown were obtained with a ZEISS AXIO microscope equipped with a 

QIMAGE RESTINGA 7 camera and IMAGE PRO 7 software. The projected images 

were obtained at 100 x magnification. Graphs were generated and statistical analysis 

were performed with IBM SPSS 20.  Frequencies and Confidence Intervals (CI) for 

proportions were computed to compare the prevalence among the criteria. 

 The proportional frequencies of the criteria observed ranged from 58 % (shape) to 

99 % (purple color).  The criteria, “shape” and “definition of shell line”, had the highest 

inter-observer variability with CI 95%, from 54.9% to 61.3% (range: 6.4) and 70.2% to 

76% (range: 5.8) respectively.  The best performance and highest inter-observer 

agreement were associated with Combination 3 (observing at least one criteria from 

each Group) (Figure 2). 

 The classification of criteria into Groups A, B, and C was based on their 

decreasing specificity for identifying helminth eggs and Sm eggs (Figure 1). The 

presence of a lateral spine is a very unique characteristic of Sm eggs, and use of this 

criterion for detecting Sm eggs was nearly 100% specific. The criteria, “definition of shell 

line”, refers to an often well-defined line that is a very striking feature of many helminth 

eggs (e.g., Ancylostoma spp eggs and Enterobius spp eggs).  However, the possibility 

that fecal sediment debris will present these features is very low. If the eggs are not 

deformed, they may present appropriate size and/or shape for identification (e.g., Group 

B criteria).   

The purple color produced by nynhidrin staining (Group C criteria) is very helpful 

for quickly spotting eggs during an initial screening of filters under the microscope. 

However, other debris may also stain purple.  While the purple color criteria had the 

highest detection prevalence (99.7%) and the lowest inter-observer variability (range: 

0.7), the use of this criteria alone (or any of the other criteria alone) was not sufficient for 
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egg identification.  Moreover, a clear space between the miracidium and the eggshell 

(Group C criteria) is not always present and it is not specific for Sm eggs.  Therefore, 

except for the presence of a lateral spine and purple coloring, correct identification of the 

other four criteria requires more extensive observer training.   

In areas with high prevalence and intensities of infection, recognition of egg 

details under a microscope have not been a serious concern.  However, with an 

increasing number of low endemic areas, more careful training and microscopic 

examinations are required, particularly when detection of eggs by microscopy is required 

for a reference method or cure control.  The inter-observer variability can be improved 

with continuous and rigorous training of observers and quality control measures.  

However, it was quite clear that Combination 3 (observation of at least one criteria from 

each Group) had the best performance compared to Combinations 1 and 2, being all 

combinations mutually different at 0.05 significance level (Figure 2). 

In conclusion, the present findings indicate that identification of Sm eggs can be 

achieved with nynhidrin-stained HTX preparations when at least one criterion from each 

Group (A–C) was detected.  Our findings also indicate that classification of preparations, 

as “major/minor” is not recommended.  The proposed use of combinatorial observations 

for identifying Sm eggs was found to be especially useful for egg specimens prepared 

according to the highly sensitive HTX method. Thus, the high sensitivity of the HTX 

method combined with the use of multiple criteria for the egg identification should 

provide more reliable diagnosis in settings characterized by extremely low infection 

intensities. 
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Figure Legends 

Figure 1: Overview of the six observation criteria used in this study (divided into Groups 

A-C) for the identification of Sm eggs in sediments prepared according to the HTX 

method and stained with nynhidrin. 

Figure 2: Frequency (95% confidence intervals) of Combinations (Combi) 1, 2, and 3 

criteria by nine observers, with mutually significant difference (p=0.05). 
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5. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

A alta sensibilidade do método Helmintex® está relacionada diretamente com a 

grande quantidade de fezes utilizadas, aos passos graduais de concentração e a 

utilização de partículas paramagnéticas, o que tornam o método laborioso e demorado. 

Os objetivos de aperfeiçoamento do método Helmintex®, propostos neste Capítulo, não 

pretendiam modificar nenhuma das etapas que tornam o método tão sensível, mas sim 

adaptar novas alternativas à metodologia. A utilização de detergente Tween-20 nas 30 

gramas de sedimento inicial, resultou na redução do sedimento final Helmintex® em até 

69%, mesmo após a retirada da peneira com abertura de 75 μm, que poderia estar 

retendo ovos, já que estes medem aproximadamente 150 μm de comprimento. Este 

fato poderia justificar a melhora na recuperação de ovos (27,2%), quando comparada a 

metodologia padrão (≅13%). O uso da ninidrina para corar ovos de S. mansoni foi 

inicialmente descrito por Bell (1963), e a utilização de filtro para deposição do 

sedimento e posterior leitura, diminuiu em mais de 6 horas o tempo de triagem dos ovos 

em meio ao sedimento, já que os ovos ficam marcados com cor púrpura, e são mais 

facilmente detectados. Tais modificações trouxeram ao método uma nova versão e 

aumentou o potencial de uso do método em campo (Favero et al., 2017). Os resultados 

dos dois inquéritos, em Januária/MG e em Estância/SE, confirmaram a alta 

sensibilidade do Helmintex, quando comparado aos métodos Kato-Katz e o POC-CCA 

(Lindholz et al., 2018; Oliveira et al., 2018). 

A utilização da ninidrina para coloração de ovos de S. mansoni e a experiência 

em estudos populacionais com predomínio de baixa carga, expuseram o problema da 

correta identificação de ovos. Critérios que identificassem um ovo de S. mansoni até 

então não tinham sido propostos e analisados detalhadamente, já que a identificação 

sempre se baseou em preparações com grande número de ovos e, de forma não 

sistemática, em alguns dos elementos característicos do ovo, especialmente a forma e 

a presença do espículo. Assim, é inédita a sistematização de seis critérios em 

preparações coradas pela ninidrina: 1) espículo, 2) tamanho aproximado, 3) forma, 4) 

linha bem definida dos limites da casca, 5) espaço entre o miracídio e a casca, 6) 

coloração púrpura do miracídio. 
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Portanto, no conjunto tais adequações trouxeram ao método uma redução de 

sedimento final em até 69%, diminuição do tempo de leitura para em média de 10 

minutos por amostra, recuperação de ovos de 27,2%, definição de seis critérios de 

identificação para ovos de S. mansoni. 
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CAPÍTULO II  

 

 

 

 

Uma nova estratégia diagnóstica utilizando o sistema Luminol-H2O2 na detecção 
de ovos de Schistosoma mansoni em sedimento produzido pelo método 
Helmintex. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Desde a antiguidade, fenômenos de emissão de luz são descritos, mas, por 

muito tempo, eram associados a mitos ou fantasmas (Rossi & Ferreira, 2002). Em 1669, 

a produção de fósforo (pela destilação de ureia), que oxidado pelo ar produz 

quimiluminescência, levou o médico H. Brandt a realizar o primeiro relato sobre o 

fenômeno (Campbell e Campbell, 1988). O primeiro composto orgânico sintético 

quimiluminescente, descrito em 1887, foi a lofina (2,4,5-trifenilimidazol) (Radziszewski, 

1877). A partir desses resultados, em 1888 Wiedemann diferenciou quimiluminescência 

de incandescência, definindo-a como “emissão de luz que ocorre como parte de 

processos químicos” (Wiedemann, 1888). O trabalho pioneiro sobre a reação do luminol 

foi publicado em 1928 por Albrecht, que define quimiluminescência como uma emissão 

de luz (ultravioleta, visível ou infravermelho) que ocorre durante o processo de uma 

reação química (Francis et al., 2004). Desde então, a quimiluminescência tem sido 

objeto de inúmeros estudos. 

Todas as reações de quimiluminescência envolvem processos de oxirredução, 

que ocorrem em compostos orgânicos e inorgânicos, nas fases líquida ou sólida 

(Isacsson e Wettermark, 1976). Nas últimas décadas, este tipo de fenômeno tem sido 

amplamente aplicado em áreas científicas e tecnológicas, especialmente em análises 

clínicas, por apresentar versatilidade e capacidade de limites de detecção 

ultrassensíveis (Kricka, 2003).  

Particularmente, técnicas que utilizam a oxidação do luminol têm sido alvo de 

inúmeros estudos, provavelmente por ser o mais conhecido dos compostos 

quimiluminescentes e o mais eficiente (White et al., 1970), além de ser um composto 

possível de mensuração e visualização pela emissão de luz no espectro visível, de cor 

azulada. (Ferreira e Rossi, 2002). Atualmente, métodos baseados na detecção da 

reação do luminol são aplicados para identificação e quantificação de compostos em 

amostras biológicas, como tecidos, urina e sangue (Ci et al., 1993; Kubo e Toriba, 

1997). 

Vários compostos são descritos como agentes emissores de luz, quando 

expostos a uma solução de luminol como: peroxidases; compostos com elevada 
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capacidade de oxidação; compostos que contenham em sua composição química íons 

férricos ou ferrosos e outros íons metálicos, especialmente cobalto, cobre e manganês, 

que podem estar presentes moléculas biológicas, incluindo grupos prostéticos ativos 

em reações redox: proteínas hemínicas, como peroxidases, catalase, citocromos; e 

biomoléculas não hemínicas, como a enzima com grupamentos ferro-enxofre e as 

proteínas de transferência de elétrons como a rubredoxina e ferredoxina (Lindley, 1996; 

Wilson e Schiffrin, 1996).  Em particular, quando ocorre à oxidação do luminol por H2O2, 

os catalisadores envolvidos podem ser: Ferro (III) (Obata et al., 1993) ferrocianeto 

(Seitz, 1978; Radi et al., 1991); peroxidase de Rábano Silvestre, e outros compostos 

contendo ferro (Fe) (Radi et al., 1991; Adam et al., 1992; Ci et al., 1993). 

O ferro é um dos metais mais abundantes em humanos, e sua maior parte está 

ligada à hemoglobina (≅ 66%), à mioglobina (≅ 10%), e armazenada nas proteínas 

ferritina e hemossiderina (≅ 23%) no fígado, baço e medula óssea. Menos de 1% do 

ferro em humanos está ligado a várias enzimas (proteínas redox) ou está sendo 

transportado no sangue pela transferrina (Lindley, 1996). Em sua fase adulta, os 

vermes de esquistossomo habitam os vasos sanguíneos de seus hospedeiros 

humanos, onde se alimentam de eritrócitos para suprir suas necessidades nutricionais 

(Whitfield, 1979). O Heme, grupo prostético da hemoglobina consistindo de um íon de 

ferro (Fe2+), é essencial para o crescimento e reprodução de hemiparasitas como 

Leishmania e Plasmodium  (Gaughan e Krassner, 1971; Surolia e Padmanaban, 1992), 

e sua importância na bioquímica do esquistossomo destaca-se devido a grande 

quantidade de ferriproteínas, tais como citocromo c oxidase e tiorredoxina peroxidase 

(Cole, 1973; Glanfield et al., 2010). Em 2007, Jones e colaboradores descreveram a 

existência de altos níveis de ferro (Fe) em fêmeas adultas de S. mansoni e seus ovos, 

indicando que o ferro (Fe) é um elemento necessário para atividade metabólica do 

verme. Em 2015, experimentos que descrevem a presença heme no corpo de fêmeas 

de esquistossomos indicaram que este é transportado preferencialmente para os 

tecidos gonadais (oócito, ovário e células das glândulas vitelinas) para a formação de 

ovos (Toh et al., 2015). Karl e colaboradores, em 2013, observaram que ovos de S. 

mansoni obtidos de fígado de camundongos contém ferro (Fe) em sua composição. 

Também foi confirmada a presença nos ovos de enzimas contendo cobre (Cu), como a 
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tirosinase (Mathieson e Wilson, 2010) DeWalick et al., 2011) em cascas de ovos; 

dismutase e  tioredoxina peroxidase (DeWalick et al., 2011), tiorredoxina, superóxido 

dismutase, peroxidase dependente de ferro (Mathieson e Wilson, 2010) descritas em 

cascas de ovos e miracídios. 

Diante disto, aliadas ao uso de uma de uma ferramenta amplamente utilizada 

(Khan et al., 2014), o presente estudo objetivou padronizar a utilização do Luminol-

H2O2 como ferramenta inédita para o diagnóstico de ovos de S. mansoni em sedimento 

fecal, pressupondo a existência de compostos quimiluminescentes, entre eles o íon 

Fe2+, em ovos de S. mansoni. 

 

HISTÓRICO DO CAPÍTULO: Nos experimentos iniciais de padronização e prova de 

conceito do Helmintex®, quando comparadas várias partículas magnéticas com 

diferentes ligantes na superfície, notou-se que aquelas contendo estreptavidina tinham 

melhor desempenho na recuperação de ovos, Tabela 3, em (Teixeira et al., 2007).  Isto 

levou à hipótese da existência de moléculas biotina-símile na superfície dos ovos, e à 

tentativa bem sucedida de incubar ovos com peroxidase biotinilada, seguindo-se a 

exposição ao luminol como parte de um kit de revelação de Western-blot, para 

produção de luz e detecção em filmes de radiologia.  Porém, o fenômeno não se 

reproduzia adequadamente, os controles negativos muitas vezes davam reatividade e 

nem sempre preparações com ovos resultavam em luz detectável nos filmes. Um dos 

problemas identificados foi o de lavagem e remoção da peroxidase biotinilada não 

ligada à estreptavidina. Durante o Mestrado realizado no Programa de Pós-Graduação 

em Biologia Celular e Molecular da PUCRS, a autora retomou estes experimentos 

envolvendo o uso da quimiluminescência do sistema Luminol-H2O2. Depois de 

confirmado o ineditismo dos relatos da técnica como método diagnóstico de 

helmintíases em sedimentos fecais, iniciou-se um processo de pedido de patente junto 

ao ETT da PUCRS. Após várias reformulações no processo da técnica utilizada e 

adição da leitura por espectrofotometria, o pedido foi aceito em 2017, e hoje se 

encontra como pedido de adição de invenção, com o número de processo BR 

1020170064786 (ANEXO A). Os dados iniciais foram recentemente submetidos à 

revista PNAS, em artigo denominado “A new diagnostic strategy which uses a luminol-
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H2O2 system to detect Schistosoma mansoni eggs in fecal sediments processed by the 

Helmintex method” (página 68 deste capítulo). A extensa busca pelo composto 

responsável pela emissão de luz, neste caso, apresentou inúmeros obstáculos, gerados 

principalmente pela dificuldade na obtenção de grandes quantidades de ovos vindos de 

fezes humanas. Resultados parciais, obtidos até o momento (página 95) já nos 

direcionam aos compostos responsáveis pela quimiluminescência. 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a utilidade e o mecanismo de reação de quimiluminescência 

empregando o sistema luminol-H2O2 para a detecção de ovos Schistosoma mansoni.  

 

2.1. Objetivos específicos 

 

 Testar a hipótese de que incubação de ovos de S. mansoni com luminol-

H2O2 desencadeie uma reação quimiluminescente com especificidade; 

 Investigar variáveis da reação quimilumiescente, quanto à origem dos 

ovos: fígado de camundongos infectados, cultivo in vitro e fezes humanas; 

 Verificar se existe correlação entre a intensidade de luz gerada e o 

número de ovos; 

 Padronizar os procedimentos da reação de quimiluminescência, para 

identificação específica da presença dos ovos; 

 Testar a reação de quimiluminescência em amostras de fezes humanas 

naturalmente infectadas e controles negativos; 

 Investigar os componentes e mecanismos responsáveis pela 

luminescência associada aos ovos; 
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3. ARTIGO I 

 

Artigo submetido à revista PNAS na data de 07/02/2019 
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ABSTRACT  

Schistosomiasis remains a serious public health problem in intertropical regions, 

affecting more than 250 million people. In addition, its elimination requires sensitive 

diagnostic methods. Advances in the use of luminol-based chemiluminescent 

techniques have enabled greater sensitivity and speed in obtaining results in different 

diagnostic settings. In this study, we developed a luminol-H2O2 chemiluminescence (CL) 

method to detect Schistosoma mansoni (S. mansoni) eggs in human fecal sediments 

processed by the Helmintex (HTX) method. Briefly, eggs from different sources were 

incubated with a solution of luminol-H2O2 and then were analyzed by a 

spectrophotometer at 431 nm for 5 min. The presence of eggs was also confirmed by 

optical microscopy. CL intensity was found to correlate with different sources and 

numbers of eggs. Furthermore, positive versus negative results were obtained with 

100% sensitivity and 71% specificity. To our knowledge, this is the first study to report 

the use of CL for the diagnosis of helminths from fecal sediments. Moreover, 

combination of the HTX method with CL represents an important advance in providing a 

reference method with the highest standards of sensitivity. 

 

Keywords: Schistosomiasis; Helmintex; Chemiluminescence;  

 

 

1. INTRODUCTION 

Among the parasitic diseases that occur in developing countries, schistosomiasis 

is considered the second most important in terms of socioeconomic effects, prevalence, 

and public health, second only to malaria (1-4). Schistosomiasis affects more than 250 

million individuals worldwide, and three species are the most common sources of human 

infections: Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni (S. mansoni), and 

Schistosoma japonicum (3, 5-7). There are a large number of endemic countries who 

are engaged in efforts led by the World Health Organization to eliminate the 

transmission of schistosomiasis (7).  
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Highly sensitive diagnostic tests have a pivotal role in detecting the late stages of 

elimination and confirming that transmission has been interrupted (8). Therefore, the 

development of sensitive and rapid diagnostic molecular methods, which are also simple 

to perform and inexpensive, is a top priority (8-11). Furthermore, these parameters for a 

diagnostic method would facilitate its widespread use. Currently, a urine-based test 

provides rapid detection of circulating cathodic antigen (POC-CCA) (11-14). The latter 

method has also exhibited better performance than egg detection by the Kato-Katz 

method (15) in high endemic localities (16-20). However, the POC-CCA method has 

exhibited reduced accuracy in the diagnosis of low intensity infections (2, 21, 22). 

The highly sensitive Helmintex (HTX) diagnostic method detects S. mansoni eggs 

in clinical samples by isolating them from a large volume of feces with paramagnetic 

particles (PMP) placed in a magnetic field. This method exhibits 100% sensitivity for egg 

numbers greater than 1.34 eggs per gram of feces (23). Consequently, this method has 

been proposed as a gold standard for evaluating the diagnostic accuracy of other 

methods (23). However, despite the high sensitivity of the HTX method, and recent 

improvements to the method introduced by Favero and collaborators (24), the HTX 

method remains laborious. The most time consuming aspect of the HTX method is the 

rate-limiting final step which involves screening of the final sediment by microscopy to 

identify eggs. 

Among the experiments which have been performed to establish proof of concept 

for the HTX method, one compared the binding affinity of three sets of PMP which only 

differed in the surface functionalization of the particles used. The particles functionalized 

with streptavidin produced the highest rate of egg isolation (23). Thus, it was 

hypothesized that biotin-like molecules are present on the surface of S. mansoni eggs. 

This hypothesis was later confirmed, thereby leading to the successful application of a 

chemiluminescence (CL) reaction to more rapidly detect eggs present in sediment 

processed by the HTX method. Therefore, here we report the development and 

standardization of an innovative luminol-H2O2 system for the rapid detection of S. 

mansoni eggs in human fecal sediments processed by the HTX method. 
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2. RESULTS 

2.1. S. mansoni eggs emit a strong and persistent visible light when 

exposed to luminol-H2O2 solution 

Visible blue light was observed when 25 S. mansoni eggs (L-eggs, Iv-eggs, and 

HF-eggs) were incubated with a luminol-H2O2 solution (Figure 1). In particular, the L-

eggs and Iv-eggs preparations produced light emission for longer than 10 min, while the 

HF-eggs only exhibited light emission for 3 min. Similarly, the positive control (1:4000 

diluted M-blood) exhibited an intense emission of light for only 3 min.  

 

2.2. Light intensity is proportional to the number of eggs in a sample 

CL generated by different numbers of S. mansoni eggs was quantitatively 

analyzed at 431 nm. The CL generated by L-eggs, Iv-eggs, and HF-eggs preparations 

varied according to the number of eggs present (Figure 2 A). Furthermore, a statistical 

analysis to compare AUC values for the different samples (Kruskal-Wallis test) showed 

that the samples containing 25 eggs emitted significantly greater CL intensity compared 

to the samples containing 10 eggs (Figure 2 B). In contrast, HF-Eggs, miracidia, and 

eggshell samples only containing 10 eggs each exhibited no significant difference in CL 

intensity (Figure 2, C e D).  

 

2.3. S. mansoni eggs isolated with the HTX method can be distinguished 

from controls based on CL intensity 

S. mansoni and A. lumbricoides eggs obtained from fecal sediments were 

prepared as samples containing 10, 25, or 50 eggs for CL analysis. The samples 

containing 10 or 25 A. lumbricoides eggs emitted less intense light compared with the S. 

mansoni samples containing similar numbers of eggs (HF-eggs-PMP). However, the 

samples containing 50 A. lumbricoides eggs exhibited the same light intensity as the S. 

mansoni samples containing 25 or 50 eggs (Figure 3 C).  

 The M-blood and Neg-HF (1:3) samples generated strong CL signals when 

incubated with the luminol-H2O2 solution. In addition, different dilutions of M-blood and 
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numbers of washing steps for Neg-HF (1:3) were performed (Figure 3, A, B and D). For 

the latter, the greater number of washes resulted in a significant reduction in CL signal 

(Kruskal-Wallis test, followed by nonparametric multiple comparisons (Figure 3A). Low 

CL intensity was also observed when several chemical reagents from the HTX method 

were individually tested (Figure 4). When luminol was absent (blank samples), 

significantly lower CL values were obtained (Figure 4). 

 

2.4. Positive and negative human samples of S. mansoni can be 

distinguished by their CL 

The CL curve obtained from analyzing sediments of human samples prepared 

with the HTX method shows that the samples analyzed differed in the intensity of their 

CL signals, with the egg-positive samples producing higher light intensities (Figure 5). 

After the spectrophotometry assays were completed, 200 μL aliquots of the same 

samples were screened by optical microscopy. We found that light intensity correlated 

with the number of eggs present (Table 2). Furthermore, a ROC curve analysis 

established a cut-off value at the 3.51 x 105 CL peak which produced an estimated 

100% sensitivity and 71% specificity for the detection of true-positive samples (Figure 5). 

Another interesting observation was that the CL peak always registered 1 min before the 

spectrophotometry readings were made. 

 

3. DISCUSSION 

CL results from the production of electromagnetic radiation by a chemical reaction 

that can occur in solid, liquid, or gaseous systems (27). Detection methods based on the 

CL of luminol have exhibited high sensitivity, while also being cost effective (28). Thus, 

luminol has been widely used in analytical applications since the 1960s (29) in the fields 

of molecular biology and analytical chemistry (30-35). In addition, many compounds with 

a high oxidation capacity have been shown to emit light following exposure to luminol. 

These compounds include: peroxidases, molecules containing ferric or ferrous ions, 

other metal ions (e.g., cobalt, copper, and manganese), or active redox proteic groups 

(e.g., heme peroxidases, catalase, cytochromes and non-heme biomolecules, such as 
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the iron sulfur enzyme and the electron transfer proteins, rubredoxins and ferredoxins) 

(36, 37). 

The schistosome eggshell and miracidia both contain divalent metal ions such as 

iron (38) and copper (39, 40), and/or proteins which contain metals, such as thioredoxin 

peroxidase (39), thioredoxin, superoxide dismutase, and iron-dependent peroxidase (40, 

41). The results from ongoing investigations in our laboratory suggest that there are 

large amounts of metal ions present in miracidia. The presence of these molecules may 

explain the similar CL intensity that is observed following the incubation of S. mansoni 

eggs (both eggshells and HF-Eggs) and miracidia with luminol. It remains for these 

molecules to be directly detected in eggs which are eliminated in feces, although 

spectrometric analyses have been performed with eggs recovered from liver tissues 

(25). 

PMP, which contain iron oxide, are used in the HTX method. PMP have been 

shown to adhere to the surface of eggs (38), and this would explain the intensified CL 

peak and dynamic spectrometric data observed for the HF-Eggs-PMP samples in the 

present study. Free PMP may also enhance CL, and this justifies performing extended 

washing steps in the HTX method to remove unbound PMP. Meanwhile, bound PMP 

should improve the capacity of CL reactions to distinguish true-positive from false-

positive results. 

Stools from a healthy adult contain approximately 0.2–0.9 mg of iron (42), which 

can derive from exogenous sources or mucosal bleeding (43-45). This iron content can 

potentially lead to background CL and false positive detection. By including several 

washing and sieving steps in the HTX method, including the use of a final sieve with 45-

µm openings, blood cells and other smaller particles and molecules can be removed to 

prevent iron contamination (23, 24). However, when whole blood diluted 1:4 x 105 was 

incubated with luminol in the present study, significantly lower CL was detected. This 

result suggests that blood contamination is not a problem. 

It is noteworthy that most of the experiments reported in the literature use eggs 

obtained from mouse liver tissue, probably due to the difficulties associated with 

harvesting sufficiently large numbers of eggs from human feces. However, there are 

several indications that eggs in feces differ from eggs recovered from liver. 
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Correspondingly, in the present study, higher CL intensity was exhibited by the L-Eggs 

compared to the HF-Eggs (Figure 2, A and B). It is important to consider these 

differences not only in relation to tissue/fecal sources, but also in relation to human 

versus experimental animal sources.  

CL intensities varied with time when sediments from naturally infected human 

feces were analyzed. In addition, egg-negative samples produced lower CL intensities 

which facilitated establishing a cutoff value of 3.51 x 105. (Figure 5). When 100 μL of 

each sediment sample was analyzed according to this cutoff value, a reliable diagnosis 

was achieved with estimated 100% sensitivity and 71% specificity. However, it was 

observed that a 100 uL sample aliquot that did not contain any eggs produced a positive 

CL peak, while an examination of the remaining sediment sample was positive for S. 

mansoni eggs. A possible explanation for this finding is that fragments, or even 

molecules, which are released by eggs can trigger a 71% specific CL reaction. If an 

accurate diagnosis could be achieved by only evaluating the CL of 100 uL samples, 

without needing to evaluate all of the sediment for a sample, the time to complete a 

diagnosis would be markedly reduced. Currently, the time for diagnosis is a major 

drawback of the HTX method. It is also possible that an evaluation of CL could be 

incorporated into a screening procedure that employs a multi-step detection process in 

which only the CL-positive samples would be analyzed by microscopy to confirm the 

presence of eggs. 

Oxidative activity is widespread in nature, although a characteristic pattern for 

light emission by S. mansoni eggs was observed with time (Figure 2 A and 4 A), The 

present findings also indicate that the dynamics of CL intensity with time (represented by 

AUC values) is positively associated with egg burden, and thus can serve as a 

quantitative basis for evaluating infections. Discrimination of true-positive samples was 

achieved with application of a CL peak cutoff value. It remains to be determined whether 

CL can be applied to the detection of other helminth eggs. Previously, Ascaris 

lumbricoides eggs were tested for CL reactivity as specificity controls because eggs with 

a diameter greater than 45 µm are retained with S. mansoni eggs during the final sieving 

step in the HTX method. It was observed that A. lumbricoides egg suspensions with 

more than 25 eggs per 100 µL of sample produced a CL peak greater than the cutoff 
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value established for S. mansoni detection (Figure 3C). This preliminary observation 

should be further investigated in order to improve the specificity of schistosomiasis 

diagnosis by a HTX/CL combined procedure, while also exploring the utility of the CL 

reaction in detecting other helminthic infections. 

In conclusion, to the best of our knowledge, this is the first study to apply CL to 

the detection of helminth eggs in fecal sediments. This innovative procedure reduced 

the time to detect S. mansoni eggs in HTX sediment samples from approximately 10 min 

to 1 min per sample. In addition, at least eight samples were simultaneously read by a 

spectrophotometer. The ability to standardize an effective luminol-H2O2 detection step 

for the HTX method reinforces the proposed role for the HTX method to serve as a 

reference parasitological method. Furthermore, the development of a highly sensitive 

and less laborious diagnostic method should facilitate efforts to eliminate 

schistosomiasis. 

 

4. METHODOLOGY 

4.1. S. mansoni eggs and miracidia 

The Laboratory of Parasite Biology of the School of Sciences (PUCRS) maintains 

the cycle of S. mansoni by using mollusks of the genus, Biomphalaria sp., as an 

intermediate host and a Swiss strain of Mus musculus as a definitive host (Animal Ethics 

Committee – PUCRS CEUA 15/00443).  

For this study, 50 days after mice were infected with S. mansoni, they were 

anesthetized with 5% isoflurane (BioChimico, Brazil) and then received an 

intraperitoneal injection of 100 μL sodium heparin (5000 IU/mL, HEPAMAX-S, Brazil). 

After 10 min, the animals were euthanized with CO2 anesthetic depression. S. mansoni 

adult worms were subsequently recovered by perfusion and livers were removed. Blood 

samples were also obtained to serve as positive controls (M-blood) in CL reactions. 

Eggs from these murine experimental infections were prepared according to the 

following methods (Table 1).  

Liver eggs (L-Eggs) were obtained according to the method of Dalton and 

colleagues (25). In brief, mouse livers were digested in a solution containing 10 μg 
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collagenase B (Sigma-Aldrich, Germany) and 10 μg penicillin-streptomycin (Gibco, USA) 

in 1X PBS at 37 °C overnight. The resulting tissue material was then sieved through a 

150-μm mesh and the eggs that were recovered were further purified by using a Percoll 

gradient (Sigma-Aldrich, Germany). An aliquot of the purified eggs was added to distilled 

water and exposed to light in a chamber at 27 ºC for 1 h to allow hatching of the 

miracidia.  

In vitro eggs (Iv-Eggs) were obtained from adult S. mansoni worms cultured in 

DMEM medium (Gibco, USA) containing a high concentration of glucose (4.5 g/L), 10% 

fetal bovine serum (CRIPION, Brazil), and 10% penicillin-streptomycin. The worms were 

maintained in media at 37 °C and 5% CO2. Media was changed daily and laid eggs were 

collected. 

S. mansoni eggs (L-Eggs and IV-Eggs) and miracidia were successively isolated 

from other debris with repeated (4x) capture by pipetting under an optical microscope. 

Eggs and miracidia were separated into groups of 10, 25, and 50 in tubes containing 1X 

PBS (pH 7) and were stored at - 20 °C. 

 

4.2. Isolation of S. mansoni eggs from human samples 

Work with human samples was approved by the Ethics Committee of the René 

Rachou Research Center (FIOCRUZ, 21824513.9.0000.5091) and the Research Ethics 

Committee of PUCRS (48809715.1.0000.5336). Human fecal samples were obtained 

from epidemiological studies performed in the municipalities of Januária, Minas Gerais, 

and Estancia, Sergipe, Brazil (21, 26). All volunteers provided informed consent. The 

collected samples were separated into two groups, according to the method used to 

process them, as described below (Table 1). 

Human fecal eggs (HF-eggs): Fecal samples were subjected to the HTX method 

(24), although PMP were not added to the final sediment. S. mansoni eggshells were 

also separated from these samples and stored at - 20 °C until needed.  

Human feces eggs with PMP (HF-eggs-PMP): Fecal samples were subjected to 

the HTX method and PMP were added to the final sediment. From this sediment, 
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Ascaris lumbricoides (A. lumbricoides) eggs were isolated for CL experiments (see 

2.7.3). 

S. mansoni eggs (HF-Eggs and HF-Eggs-PMP), eggshells, and A. lumbricoides 

eggs were successively isolated from other debris with repeated (4x) capture performed 

with pipetting under an optical microscope. Both eggs and eggshells were separated 

into groups of 10, 25, and 50 in tubes containing 1X PBS (pH 7) and were stored at - 20 

°C. 

 

4.3. Processing of negative control human samples 

To obtain human negative control samples (Neg-HF, see Table 1), stool samples 

from ten healthy individuals were processed according to the HTX method, but without 

the addition of PMP. Microscopic examinations of these sediments showed them to be 

negative for eggs. The final pellets for several of these samples were then pooled, 

homogenized, and two 1 mL aliquots were placed in microtubes (labeled 1 and 2) each 

containing 1 mL PBS and 19 µL PMP. After 30 min of orbital agitation, the samples were 

placed in a magnet field to isolate a pellet (HTX methodology (23)). Each pellet obtained 

from microtubes 1 and 2 were separately resuspended in PBS (1:1), washed 6x (with 

centrifugation performed after each wash, 2 min, 200 x g), and resuspended in PBS 

(1:1). A 100 μL aliquot from the microtube 1 sample was reserved after each wash for 

CL experiments. Meanwhile, the pellet obtained from microtube 2 was diluted 1:1, 1:2, 

and 1:3 in 1X PBS and these samples were stored at -20 °C. 

 

4.4. Luminol - H2O2 solution 

The luminol-H2O2 solution used was composed of: 40 mM luminol (Sigma-Aldrich, 

USA), 10 mM KOH (Nuclear, Brazil), and 17 mM H2O2 (Sigma-Aldrich, Germany). The 

solution was always prepared immediately before use and it was protected from light. 
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4.5. CL detection  

Samples (100 µL each) were placed in opaque polystyrene plates (OptiPlate-96, 

Brazil) and 100 μL luminol-H2O2 solution was added with a multichannel pipette 

immediately before analysis.  

A naked-eye check for emitted light was performed after 15 min in a darkroom at 

24 °C. Samples were imaged (Nikon, Coolpix P600) 1, 3, and 10 min after the luminol-

H2O2 solution was added. 

CL was also detected with a spectrophotometer (Molecular Devices, SpectraMax® 

M3) that was adjusted to a temperature of 27 °C. To confirm the ideal wavelength for CL 

analysis, an initial scan ranging from 300 nm to 600 nm was performed. CL values were 

subsequently recorded for 5 min at 431 nm.  

 

4.6. Experiments 

4.6.1. Verification of visible light emission from samples containing eggs 

To verify visible light emission generated by the CL reaction, triplicate samples of 

25 L-Eggs, 25 Iv-Eggs, 25 HF-Eggs, M-blood diluted in 1X PBS (1:4.000; positive 

control), and 1X PBS (negative control) were incubated with the luminol-H2O2 solution 

and then were visually inspected.  

Next, wavelength was analyzed for independent triplicate samples of 10 L-Eggs, 

10 HF-Eggs-PMP, 10 HF-Eggs, 100 μL Neg-HF (1:3), 100 μL M-blood diluted in 1X PBS 

(1: 4.000), and 100 μL PBS 1X samples. Blue-colored luminescence observed with the 

naked eye corresponds to a wavelength ranging from 380 nm to 495 nm, the expected 

range for luminol-induced luminescence. A 431 nm CL peak was detected in all of the, 

except in the Neg-HF samples which exhibited a wave peak at 420 nm.  

 

4.6.2. Evaluation of CL from S. mansoni eggs and miracidia detected by 

spectrophotometry 

CL measurements were collected for six independent replicates of 10-egg and 

25-eggs samples of L. Eggs, Iv-Eggs, and HF-Eggs. To verify the luminescence values 
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emitted by miracidia and eggshells, six independent replicates of 10 miracidia and 10 

eggshell samples were also analyzed under the same conditions. 

 

4.6.2 CL of negative human samples 

To better discriminate between non-infected and infected samples, and to 

facilitate handling of the final HTX processed sediments, we tested the effect of 6 

washes of the HTX pellet and six replicates of different dilutions of Neg-HF in PBS (1:1, 

1:2, or 1:3) on CL intensity. The lowest background reading was obtained when 

sediment was washed six times and the sediment was diluted 1:3 (Figure 3, A and B). 

 

4.6.3. Evaluation of background CL of isolated reagents 

The same conditions described in section 2.5 were applied to six independent 

replicates of 100 μL luminol solution, 100 μL PMP in 1X PBS (1:4000), 100 μL ethyl 

acetate diluted in 1X PBS (1:4000), 100 μL M-blood diluted in 1X PBS (1:400, 1:4000, 

and 1:400000), 100 μL Neg-HF (1:3), 1X PBS, and samples of 10, 25, and 50 HF-eggs-

PMP. In addition, six independent replicates of samples containing 10, 25, and 50 A. 

lumbricoides eggs were also evaluated. 

 

4.6.4.  CL produced by naturally infected human samples 

Human stool samples (n = 30; obtained as described in 2.2 above) were 

processed according to the HTX method. From the final sediment samples obtained, 

100 μL of each was set aside for CL testing. The remaining final sediment samples were 

used to quantify the total number of S. mansoni eggs present by optical microscopy. 

After the CL test, the same 100 μL sample was also analysed by optical microscopy to 

count the eggs present in order to analyze a possible correlation with the CL data.  

 

4.7. Statistical Analysis 

The experiments performed included a series of 16 measurements from 0-15 min 

(t0–t15) which are presented in two-dimensional graphs of CL intensity versus time. The 
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graphs present the mean CL intensity for the groups, although area under the curve 

(AUC) values were calculated individually to allow comparisons to be made. The latter 

were calculated based on the sum of the area of the rectangle with base of 19s and the 

height being the midpoint between f(t) and f(t+15). The final AUC value is the sum of all 

of the rectangle areas. To reduce the magnitude of the values, the sums were 

logarithmized. After the AUC values were compared, a receiver operating characteristic 

(ROC) curve analysis was performed to establish a cutoff value to provide discrimination 

of positive samples. Comparisons among the different groups were performed by using 

the Kruskal-Wallis test, followed by a multiple comparisons nonparametric test, with a 

level of significance of 0.05. Box plots were constructed to present these results. The 

statistical software program, SPSS 17.0, was used to perform the statistical analyses for 

this study.  
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Figure legends  

 

 

A

B

C

 

Figure 1: Visible light emission by a sample of S. mansoni eggs incubated with 
luminol-H2O2 solution. A- Illustration of triplicate samples in an opaque 96-well plate to 
which luminol solution is added. B- A standardized cover is placed on the plate which 
allows photographic documentation of CL development. C- Imaging of the CL that 
developed 1, 3, and 10 min after the addition of luminol. 1- Positive control (M-blood 
1:400); 2- 25 HF-eggs; 3- 25 L-eggs; 4- 25 Iv-eggs, and 5- Negative Control (1X PBS). 
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Figure 2: Quantification of CL in S. mansoni eggs samples. CL intensity profile (in 

relative light units, “RLU”) obtained at 431 nm with a spectrophotometer: A - 10 (○, □, 
Δ) and 25 (●, ■, ▲): L-Eggs (○, ●), Iv-eggs (□, ■) and HF-eggs (Δ, ▲). B - Bar graph 

representing the estimated AUC values of 25 egg versus 10 egg HF-Eggs, L-Eggs, and 
Iv-Eggs samples. Groups labeled with letters differ significantly at the 0.05 level 

according to the multiple comparison test. C- CL intensity profile for eggshells (●), 

miracidia (■) and HF-eggs (Δ); D- Bar graph representing the estimated AUC values for 

samples containing HF-eggs, eggshells, and miracidia as indicated. Significant 
differences were not observed. 
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Figure 3: Comparison of CL signals between S. mansoni samples and potential 
sources of false-positivity. A- fecal sediment produced by Helmintex, from non-
infected human individuals (Neg-HF). Cl gradually reduces with six sequential wash 
steps.  B- Neg-HF after 6 wash steps, diluted 1:1, 1:2, and 1:3 in PBS, with gradual CL 
reduction; C- Fecal sediments processed by the HTX method from naturally infected 
human individuals with 50, 25, and 10 eggs, including PMP (HF-eggs-PMP). In addition, 
A. lumbridoides samples containing 50, 25, and 10 eggs were analyzed. D- CL intensity 
profile for whole rodent blood (diluted 1:400, 1:4,000, and 1:400,000) and PMP diluted 
1:400 and 1:4,000. Bar graphs represent AUC values for CL intensity plotted with time. 
The letter labels indicate significant differences (0.05) according to the multiple 
comparison test. 
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Figure 4: Comparison of CL intensity generated by S. mansoni eggs and several 
negative controls and blood as a positive control. A- CL intensity profile at 431 nm 
for: 50 (●), 25 (▼) and 10 (■) eggs obtained from naturally infected humans, processed 
according to the HTX method, and including PMP (HF-Eggs-PMP), mouse blood diluted 
1:400,000 as a positive control (M-blood, ●), fecal sediment from non-infected human 
individuals processed by the HTX method (Neg-HF, ●) and reagents used in the HTX 
method, including: luminol-H2O2: ethyl acetate (●), paramagnetic particles (PMP, ●), 
PBS (●) and luminol (●).All of the “blank” samples converged to the same CL intensity 
(●). B- Bar graphs presenting estimated AUC values for the samples described in A. 
Letter labels indicate significant differences (0.05) according to the multiple comparison 
test. 
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Figure 5: CL intensity distinguishes human samples infected and not infected with 
S. mansoni and processed by the HTX method. CL peak of HTX sediments classified 
according to a cut-off value of 3.51 x 105. CL-positive (black bars) and CL-negative 
(empty bars) are shown. Sample 12 represents a CL-positive sediment which had no 
eggs observed by microscopy in the remaining total sediment. 
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Table 1 – Types of preparations subjected to luminol-H2O2 chemiluminescence reactions 
according to their biological material and host.  

Sample label Biological Material Host 

 

L-Eggs 
Digestion of liver tissue according 

to Dalton and colleagues (25) 

Mouse 

Iv-Eggs 

 

In vitro cultured worms 

Mouse 

 

HF-eggs 
Fecal samples from naturally 

infected individuals, 

HTX method, – PMP 

Human 

 

HF-Eggs-PMP 
Fecal samples from naturally 

infected individuals, 

HTX method, + PMP 

Human 

 

Neg-HF 
Fecal samples from healthy, non-

infected individuals, submitted to 

HTX method 

Human 

PMP: paramagnetic particles; HTX: Helmintex. 
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Table 2 – Comparison of CL peaks and numbers of Schistosoma eggs detected for 100 µL 
aliquots and total samples of sediment obtained from naturally infected human individuals 
and prepared with the HTX method.  

Sample 
number 

HTX final sediment 
volume (μL) 

No. eggs  in 100 µL aliquot  

of HTX sediment 

CL peak  No. eggs  in total  

HTX sediment 

1 700 45  1.53 × 10
7
 1234  

2 1000 11  1.78 × 10
6
 1181  

3 600 9  1.44 × 10
6
 104  

4 400 5  5.40 × 10
5
 98  

5 850 0 6.98 × 10
4
 0 

6 1500 0 1.80 × 10
4
 0 

7 460 21  5.40 × 10
6
 850  

8 1700 36 5.85 × 10
6
 836  

9 630 13  3.80 × 10
6
 432  

10 720 8  1.53 × 10
6
 59  

11 750 0 1.03 × 10
6
 2 

12 470 0 7.46 × 10
5
 0  

13 760 0 6.42 × 10
5
 22  

14 730 0 4.13 × 10
5
 1  

15 1540 0 3.21 × 10
5
 0 

16 820 0 3.07 × 10
5
 0 

17 670 0 2.25 × 10
5
 0 

18 580 0 1.84 × 10
5
 0 

19 430 0 1.41 × 10
5
 0 

20 380 0 1.32 × 10
5
 0 

21 1280 0 9.75 × 10
4
 0 

22 290 0 5.59 × 10
4
 0 

23 740 0 1.39 × 10
3
 0 

24 750 0 1.53 × 10
3
 0 

25 410 0 3.32 × 10
5
 0 

26 1530 4  2.95 × 10
7
 54 

27 1220 1  1.22 × 10
6
 21  

28 750 3  3.89 × 10
6
 63  

29 750 3  3.70 × 10
5
 13 

30 380 1  5.60 × 10
5
 4 

HTX: Helmintex; CL: chemiluminescence. 
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4. ESTUDOS COMPLEMENTARES SOBRE O(S) COMPOSTO(S) 

RESPOSÁVEL(ÉIS) PELA QUIMILUMINESCÊNCIA EM OVOS DE S. mansoni 

 

A seguir, descrevemos inúmeros experimentos, que contemplam informações 

substanciais sobre o entendimento do(s) composto(s) responsável(eis) pela 

quimiluminescência oriunda de ovos de S. manoni, buscando entender os achados 

inédios descritos no artigo submetido a revista PNAS denominado “A new diagnostic 

strategy which uses a luminol-H2O2 system to detect Schistosoma mansoni eggs in fecal 

sediments processed by the Helmintex method”, encontrado neste capítulo (página 68). 

Lembrando que nossa principal hipótese para tal fenômeno, tem como base, a 

existência de ions metálicos como ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), niquel (Ni) e 

manganês (Mn) em ovos de S. mansoni.  
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1. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

1.1. Ovos de S. mansoni obtidos em camundongos 

O ciclo de S. mansoni é mantido pelo laboratório de Parasitologia Biomédica da 

Faculdade de Ciências da PUCRS através de passagens por moluscos dos gêneros 

Biomphalaria sp., e camundongos Mus musculus, cepa Swiss, com aprovação pelo 

Comitê de Ética em Animais - PUCRS (CEUA 15/00443). 

No 50º dia de infecção, os camundongos são anestesiados com isoflurano a 5% 

para a administração de 100 μL de heparina sódica (HEPAMAX-S, Brasil) na cavidade 

peritoneal. Passados 10 minutos (min), os animais são novamente anestesiados com 

isoflurano a 5% e encaminhados para eutanásia por depressão anestésica com CO2. 

Após, os camundongos são perfundidos para liberação dos vermes adultos e remoção 

dos fígados.  

Os ovos de S. mansoni obtidos de fígado de camundongos, denominados (F-

ovos), foram obtidos de acordo com Dalton (1997). Em resumo, os fígados de 

camundongos foram triturados e dissociados em uma solução contendo 10 μg de 

colagenase B (Sigma-Aldrich, Alemanha), 10 μg de penicilina-estreptomicina (Gibco, 

EUA) e 1X PBS, a 37 °C durante a noite. O material resultante foi peneirado através de 

uma malha de 150 μm e os ovos foram posteriormente purificados com gradiente de 

Percoll (DALTON, et al., 1997). Uma parte dos ovos obtidos foram colocados em água 

destilada e expostos à luz, em câmara a 27 ºC por 1 h, para a eclosão de miracídios. 

Para a produção dos denominados ovos in vitro (Iv-ovos), vermes adultos de S. 

mansoni foram cultivados em meio DMEM (Gibco, EUA) contendo alta concentração de 

glicose (4,5 g/L), 10% de soro fetal bovino (CRIPION, Brasil) e 10% de penicilina-

estreptomicina, a 37, 5% de CO2. O meio foi mudado diariamente para coleta dos ovos. 

 

1.2. Obtenção de ovos de S. mansoni em amostras de fezes humanas 

Amostras fecais foram obtidas em dois grandes inquéritos realizados nos 

municípios de Januária/MG, com aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Centro 
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de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ (21824513.9.0000.5091), e em Estância/SE, 

com o registro do Comitê de Ética em Pesquisa da PUCRS. (48809715.1.0000.5336). 

As amostras coletadas foram separadas em dois grupos de acordo com o 

método utilizado para processá-las. 

Ovos de fezes humanas (FH-ovos): amostras fecais submetidas ao método 

Helmintex (Favero et al., 2017), mas sem adição de partículas paramagnéticas ao 

sedimento final.  

Ovos de fezes humanas com partículas paramagnéticas (FH-ovos-PMP): 

amostras fecais submetidas ao método Helmintex (Favero et al., 2017), com adição de 

partículas paramagnéticas ao sedimento final. 

 

1.3. Instrumentação  

Todas as amostras contendo ovos foram centrifugadas com 1 mL de PBS 1X por 

2 min a 200 x g (6x) para remoção de contaminantes que pudessem emitir luz, e após 

foram armazenadas em microtubos contendo 1 mL de PBS 1X (pH 7) a -20 °C, até seu 

uso. 

A captura de ovos foi realizada em quatro etapas, em microscópio óptico com 

aumento de 4x: 1) disposição de 50 μL de sedimento em lâmina simples (Pró-Cito, 

Brasil), diluição em 200 μL de PBS 1 X e captura com pipeta 10 μL; 2) 

acondicionamento dos ovos em uma segunda lâmina com 200 μL de PBS 1 X e 

recaptura com pipeta 10 μL; 3) acondicionamento dos ovos em uma terceira lâmina 

com 200 μL de PBS 1 X e recaptura com pipeta 10 μL; 4) os ovos capturados da 

terceira lâmina foram acondicionados de acordo com o experimento a ser realizado. 

A detecção de luminescência foi realizada em espectrofotômetro (Molecular 

Devices, SpectraMax® M3), ajustado a uma temperatura de 27 °C. O registro de 

luminescência nas várias amostras ocorreu durante 5 min a 431 nm. Todas as amostras 

foram armazenadas em placas de poliestireno opaco de 96 poços (OptiPlateTM-96, 

Brasil). A reação de quimiluminescência foi iniciada após a adição de 100 μL de solução 

de luminol, com o auxílio de pipeta multicanal. 
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1.4. Análise de elementos químicos na superfície de ovos de S. mansoni 

1.4.1.  Microscopia eletrônica de varredura (FEG-SEM) e espectroscopia de 

energia dispersiva (EDS) 

Para verificar os elementos químicos existentes apenas na superfície dos ovos 

(cascas), três triplicatas contendo 50 ovos (FH-ovos, Iv-ovos, F-ovos) foram dispostas 

em lamínulas de 18 mm, previamente tratadas com uma solução de 0.1% Poly-L-lysine 

(Sigma-Aldrich) para melhor adesão dos ovos. Posteriormente, as lamínulas contendo 

os ovos foram lavadas com PBS 1X, desidratadas em série crescente de Etanol, 

submetidas à Hexamethyldisilazane (Sigma-Aldrich) e deixadas secar em temperatura 

ambiente, em exaustor. Após a secagem, as lamínulas foram depositadas em stubs, 

cobertas por deposição de íons metálicos (ouro) e levadas ao microscópio eletrônico de 

(FEG-SEM) Inspect F50 (FEI Company, Netherlands). 

A análise qualitativa por espectroscopia de dispersão de energia (EDS) das 

amostras foi realizada em microscópio eletrônico de varredura (FEG-SEM) acoplado ao 

detector de microanálise por modelo EDS XL30 (PHILIPS). Em cada amostra, um ovo 

foi analisado em 25 pontos de leitura EDS, em todo o seu comprimento. O microscópio 

foi operado com a tensão de aceleração a 20 KV, o a EDS foi realizada por 15 

segundos em cada um dos 25 pontos. 

 

1.4.2.  Espectrometria de Retroespalhamento Rutherford (RBS) 

Para determinar a composição química elementar da superfície dos ovos 

(cascas) de S. mansoni, triplicados contendo 130 ovos (F-ovos, FH-ovos e FH-ovos-

PMP) foram depositados em uma fita de carbono dupla face de 0,5 mm montada sobre 

uma lamínula de vidro de 20 x 26 mm2 (Figura 4), e colocada em estufa a 37 °C por 5 

dias. A análise RBS foi realizada com o feixe de He+ a 2,0 MeV e o ângulo de detecção 

foi de 165° com relação à direção de incidência do feixe. As medidas de espectrometria 

RBS foram obtidas no acelerador eletrostático Tandetron de 3 MV do Laboratório de 

Implantação Iônica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). A curva 

de calibração do multicanal foi obtida analisando amostras contendo elementos 
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conhecidos na sua superfície (C, N, O e Si). A partir dos dados gerados, foi obtida uma 

reta de calibração das energias desses elementos na superfície das amostras padrão, 

em função do canal onde apareceram os sinais dos elementos. Essa reta é a base para 

a identificação da massa dos elementos detectados na amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

1.5. Solução de Luminol – H2O2 

A solução de luminol - H2O2, preparada 15 minutos antes do uso, continha        

40 mM de luminol em pó (Sigma-Aldrich, EUA) e 10 M de KOH (Nuclear, Brasil), 

dissolvidos em solução contendo 9,5 mL de H2O deionizada com 0,5 mL de 1,7 mM 

H2O2 (Sigma-Aldrich, Alemanha). A solução foi mantida em frasco escuro e refrigerada 

em geladeira (entre 6 e 10 °C) até o momento do seu uso. 

 

1.6. Mecanismo de quimiluminescência  

1.6.1. Preparação das amostras 

Devido à dificuldade para obtenção de amostras de ovos de S. mansoni oriundos 

de fezes humanas, inicialmente optamos por dois grupos amostrais:  

Ovos obtidos de fígados de camundongos (F-ovos): contendo 2.500 ovos 

dispostos em 5 mL de PBS 1X em pH 7, (equivalente a 50 ovos em 100μl de PBS 1X =  

0,5 Un/μL).  

      1               2             3  

Lamínula  

Fita carbono 
dupla face  

Figura 4: Ilustração de lamínula (20 x 26 mm2) contendo amostras de ovos de S. 
mansoni depositados sobre fita de carbono dupla face. 1- F-ovos; 2- FH-ovos; 3- FH-
ovos-PMP. 
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Miracídios: 1.000 miracídios, dispostos em 4 mL de PBS 1X, pH 7, (equivalente a 

25 miracídios em 100μl de PBS 1X = 0,25 Un/ μL).  

Ambas as preparações foram sonicadas com auxílio de 500 pérolas de vidro 

(425 a 600 µm, Sigma) por 2 min a 60 kHz, com intervalos de 1 min (8x) em banho de 

gelo. 

 As amostras contendo ovos lisados foram centrifugadas a 200 x g para 

separação da porção solúvel (PS) e os fragmentos de cascas (FC).  Após a retirada de 

4,5 mL de PS, os FC passaram por mais uma centrifugação com PBS 1X (pH 7) com 

retirada de sobrenadante e ressuspensão de 4,5 mL de PBS 1X antes de sua utilização. 

 

1.6.2.  Absorbância 

Com o objetivo de verificação se o agente emissor de quimiluminescência seria 

uma proteína, um metal, ou um metal ligado a uma proteína, inicialmente realizou-se 

uma varredura de absorbância no ultravioleta visível em espectrofotômetro (Molecular 

Devices, SpectraMax® M3), ajustado para uma temperatura de 27-27,5 °C, variando o 

comprimento de onda no intervalo de 200 a 400 nm. A leitura das amostras PS, FC e 

miracídios foram realizadas em placas de titulação de poliestireno incolor. 

 

1.6.3. Medida da quimiluminescência  

A luminescência foi detectada em espectrofotômetro (Molecular Devices, 

SpectraMax® M3), ajustado para uma temperatura de 27-27,5 °C, durante 5 min a 431 

nm. Todas as amostras foram analisadas em placas de titulação de poliestireno opaco 

(OptiPlateTM-96, Brasil). A reação de quimiluminescência foi iniciada com a adição de 

100 μL de solução de luminol com o auxílio de pipeta multicanal. A intensidade das 

leituras foi expressa em RLU/min. 
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1.6.4.  Efeito de quelantes, agentes oxidantes e redutores e altas 

temperaturas sobre a quimiluminescência  

As primeiras experimentações para o esclarecimento da quimiluminescência 

tiveram a finalidade de investigar o estado redox e a presença de metais nas amostras. 

Para isto 2 h antes da experimentação, em temperatura ambiente 22 °C foi adicionado 

às amostras contendo 50 μl de soluções PS, FC e miracídios os compostos: Ditiotreitol 

(DTT); 2-Mercaptoetanol; ácido Etilenodiaminotetraaceticoacid (EDTA); ácido Etileno-

bis(oxietilenonitrilo) tetraacético (Egtazicacid ou EGTA), e Orto-Fenantrolina, nas 

concentrações de 20 mM e 50 mM.  

A termo estabilidade do(s) composto(s) em estudo foi verificada por fervura, a 

100 °C por 5 min, dos microtubos contendo 50 μL de amostras PS, FC e miracídios, e 

mais 50 μL de PBS 1X (pH7).  

A oxigenação foi realizada nas amostras contendo 50 μL de soluções PS, FC e 

miracídios e 50 μl de PBS 1X, segundos antes da adição da solução de luminol, por 10 

ciclos de aspiração/ejeção com auxilio de seringa de insulina. 

Como controles positivos, foram utilizadas alíquotas contendo soluções PS, FC e 

miracídios, como controle negativo foi utilizado PBS 1X. 

 

1.6.5. Estimativa da massa molecular 

De forma a analisar a massa molecular do “composto” responsável pela emissão 

de luz, 500 μl da solução PS e da suspensão contendo miracídios foram ultrafiltradas 

em membranas com corte de 3 kDa e 10 kDa (Amicon® Ultra), a 345 x g em 

microcentrífuga, por 30 min. Os ultrafiltrados foram fracionados em triplicatas de 100 

μL. O material retido na membrana de 10 kDa foi novamente centrifugado, após a 

adição PBS 1X, e o líquido final retido na membrana foi removido e aliquotado em 

triplicatas 100 μL.  

Como controles positivos, foram utilizadas alíquotas contendo amostras não 

fracionadas de PS e miracídios, e como controle negativo foi utilizado PBS 1X. 
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1.7. Espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente      

(ICP-MS) 

Até o momento não existem relatos sobre a existência de metais em miracídios. 

Para responder a esta pergunta, parte dos ovos obtidos de fígados de camundongos 

(vide item 4,1) foram colocados em garrafa padronizada (Figura 5) com água destilada, 

e exposta à luz em câmara a 27 ºC por 1h, para a eclosão dos miracídios. Os 

miracídios coletados (n=10.000) foram armazenados em tubo de 15 ml com água 

destilada e congelados a -20 °C até sua utilização. 

Com objetivo de verificar se a porção solúvel (PS) dos miracídios também 

continha metais, 500 μl da mesma solução usada nos experimentos descritos no item 

4.6.4 foi analisada. 

Para a ICP-MS, foi realizada digestão em 500 µL de ácido nítrico 65% e H2O2 

29% v/v overnight de 10.000 miracídios e 500 μL solução PS separadamente. Após a 

digestão, cada amostra foi diluída com água ultra pura, em balão volumétrico de 5 mL e 

analisadas em ICP-MS, modelo 7700, Agilent, Tóquio, JP no Centro de Pesquisaem 

Toxicologia e Farmacologia (PUCRS). 
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Figura 5: Padronização de garrafa para eclosão e coleta de miracídios. 
Representação gráfica da garrafa pet padroniza pelo Grupo de Parasitologia Biomédica 
da PUCRS para coleta de miracídios.  

 

 

1.8. Gráficos e análise estatística 

Os resultados obtidos em espectrofotômetro foram expressos em gráficos 

utilizando o software GraphPad Prism (versão 5.0). As áreas das curvas obtidas foram 

submetidas à análise estatística, utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido de 

comparação múltipla com teste não paramétrico, com nível de significância de p<0,05. 
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2. RESUTADOS  

 

2.1. Análise de elementos químicos na superfície de ovos de  S. mansoni 

confirmam a existência de íon metálicos 

A presença de metais da superfície do ovo foi verificada utilizando as técnicas 

EDS e RBS.  

A análise EDS, realizada com a incidência do feixe de elétrons em 25 pontos 

distintos na superfície dos ovos (Figura 6), mostrou a presença na superfície das 

diferentes amostras de cobre (Cu), ferro (Fe), níquel (Ni), zinco (Zn) e manganês (Mn), 

diferindo em quantidade para as amostras Iv-ovos, F-ovos, FH-ovos, porém mostrando 

uma tendência para maiores quantidades na amostra FH-ovos (Figura 7). Quando as 

medidas das amostras foram comparadas não apresentaram diferenças. Outros 

elementos como sódio (Na) e cloro (Cl) da solução salina para estabilização, silício (Si) 

(substrato de deposição) e ouro (Au), que era o elemento de revestimento da amostra, 

também foram encontrados. 

 

 

Figura 6: Análise da composição química da superfície do ovo de S.mansoni por 
EDS. Imagem obtida por microscopia eletrônica de varredura (MEV) de um ovo obtido 
de fezes humanas (FH - ovos) de S. mansoni com 25 pontos marcados para análise de 
espectroscopia de energia dispersiva (EDS). 
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Figura 7: Dados gerados por EDS obtidos de ovos de S. mansoni. Médias da 
análise qualitativa de 25 pontos em triplicatas de ovos. Resultados para os elementos 
Ni, Zn, Fe, Cu e Mn nas amostras: 1- Iv-ovos; 2 -  F-ovos; 3 - FH-ovos 
 
 

As análises por RBS mostram que as três amostras testadas: F-ovos, FH-ovos-

PMP e FH-ovos (Figura 8 e Figura 9 A e B) apresentaram Ferro (Fe) em sua superfície. 

As análises possibilitaram a visualização de um sinal próximo ao canal 520 que 

corresponde à energia dos íons de He retroespalhados por átomos de carbono (C) das 

superfícies das amostras. Em torno do canal 760, temos o sinal de retroespalhamento 

por átomos de oxigênio (O) e canal 1160, o sinal de retroespalhamento por átomos de 

silício (Si), devido à lamínula. Junto ao canal 1240 temos o sinal de retroespalhamento 

por átomos de enxofre (S), em seguida, temos o reto espalhamento dos átomos de 

cálcio (Ca) junto ao canal 1360, o retro espalhamento dos átomos de ferro (Fe) perto do 

canal 1525 e o de bário (Ba) em 1790. Finalmente, temos retro espalhamento por 

átomos que faziam parte da solução de PBS: Sódio (Na), Fósforo (P), Cloro (Cl) e 

Potássio (K) próximos aos canais 1000, 1200, 1320 e 1350, respectivamente. A altura 

relativa entre dois sinais de elementos distintos de um mesmo espectro indica a 

quantidade relativa entre eles. 
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Figura 8: Gráfico gerado pela análise de RBS, demonstrando retroespalhamento 
dos átomos de ferro (Fe) perto do canal 1525 em amostra contendo ovos obtidos 
de fígado de camundongo (F - ovos). O pico indica pequena quantidade de ferro. 
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Figura 9: Gráficos gerados pela análise de RBS demonstram retroespalhamento 
dos átomos de ferro (Fe) perto do canal 1525: A- FH-ovos-PMP com pico indicando 
grande quantidade de ferro, devido à presença de partículas paramagnéticas na 
superfície dos ovos; B- FH-ovos com pico indicando ferro. 

A 

B 
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2.2. Varredura de absorbância no ultravioleta 

Dados obtidos pela varredura de absorbância no ultravioleta (UV), de amostras 

de PS, FC e miracídios indicaram leituras em torno de 260-280 nm (Figura 10), 

característica de aminoácidos aromáticos em proteínas, como triptofano, fenilalanina e 

tirosina, nessa ordem de intensidade. Leituras em comprimentos de onda em torno de 

210-220 indicam duplas ligações, como ocorre na ligação peptídica, por exemplo. 
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Figura 10: Pico obtido em Varredura de absorbância (UV) indica presença de 
proteínas.  Varredura de absorbância corresponde a um comprimento de onda de 200 
nm a 400 nm das amostras contendo fragmentos de cascas de ovos de S. mansoni 
(FC), porção solúvel (PS) e miracídios. 
 

 
2.3. Análise de quimiluminescência das amostras testadas 

As diferentes amostras porção solúvel (PS), fragmentos de casca (FC) de ovos, 

e miracídios, apresentam curvas de quimiluminescência diferenciadas que se mantém 

ao longo de 5 min, apresentando pico de luminescência rápido no primeiro intervalo de 

registro (Figura 11 A). A amostra contendo miracídios apresentou luminescência 

superior, estatisticamente significativa (p<0,05), detectável mesmo a quantidade mais 

baixa de miracídios por μL (0,25 Un/μL) (Figura 11 B). 
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Figura 11: Comparação de quimiluminescência (CL) entre porção solúvel (PS), 
fragmentos de cascas (FC), e miracídios. A- Amostras apresentado curvas de 
quimiluminescência diferenciadas mantidas ao longo de 5 minutos. B- Gráfico 
demonstrando área sob a curva das soluções.  Porção contendo miracídios (0,25Un/µL) 
apresentou maior quimiluminescência. Todas as amostras apresentaram diferenças 
estatísticas quando comparadas ao controle PBS 1X (p<0,05). Comprimento de onda 
de 431 nm. 
 

 

 

2.4. Inibição de quimiluminescência por agentes redutores  

Os resultados obtidos tratando-se as amostras com Ditiotreitol (DTT), um forte 

agente redutor, evidenciaram que o(s) composto(s) que aumenta (m) a luminescência 

A 

B 



110 

 

 

 

nos ovos de S. mansoni e nos miracídios é sensível à oxidoredução. Quando os grupos 

contendo o agente redutor DTT em diferentes concentrações foram analisados 

estatisticamente, apenas as amostras PS e FC contendo 50 mM diferiram 

significativamente (p<0,05) em relação aos seus controles (Figura 12). Já para os 

miracídios, observou-se que ambas as concentrações de DTT testadas (20 e 50 mM) 

provocaram inibição da luminescência. 

O 2-Mercaptoetanol, um agente redutor mais fraco que o ditiotreitol, não foi 

capaz de inibir a quimiluminescência em nenhuma das amostras testadas (Figura 13). 
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Figura 12: Efeito do agente redutor Ditiotreitol (DTT), na quimiluminescência de 
amostras da porção solúvel (PS) e fragmentos de cascas (FC) de ovos, e 
miracídios. O redutor nas diluições de 20 mM e 50 mM foi pré-incubado com as 
amostras por 2 horas a temperatura ambiente, antes da adição de luminol. Quando as 
amostras foram comparadas com seus controles, todas tratadas com DTT (20 mM e 50 
mM) apresentaram diferenças significativas (p<0,05). Comprimento de onda de 431 nm. 
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Figura 13: Efeito de agente redutor 2-Mercaptoetanol, na quimiluminescência de 
amostras da porção solúvel (PS) e fragmentos de cascas (FC) de ovos, e 
miracídios. O redutor nas diluições de 20 mM e 50 mM foi pré-incubado com as 
amostras por 2 horas a temperatura ambiente, antes da adição de luminol. Quando as 
amostras foram comparadas com seus controles não apresentaram diferenças 
significativas. Comprimento de onda de 431 nm. 
 

 

2.5. Influência de metais na quimiluminescência  

Os resultados obtidos com na presença de EDTA e EGTA, agentes quelantes 

específicos para Na+ e Ca2+, demonstraram não haver influência destes na 

quimiluminescência, indicando que o(s) composto(s) não requer (em) íons Na+ (EDTA) 

ou Ca2+ (EGTA). A análise estatística das amostras PS, FC e miracídios revelou não 

haver diferenças significativas, em ambas as concentrações testadas, quando 

comparado aos seus controles (Figura 14 A e B).  

Já o tratamento das amostras com Fenantrolina a 50 mM, um quelante de metais 

pesados, reduziu a quimiluminescência em todas as amostras testadas. Na 

concentração mais baixa, 20 mM, a Fenantrolina inibiu a quimiluminescência somente 

dos miracídios (Figura 15). 
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Figura 14: Efeito do uso de quelantes, EDTA e EGTA, na quimiluminescência de 
amostras da porção solúvel (PS) e fragmentos de cascas (FC) de ovos, e 
miracídios. Os quelantes, nas concentrações de 20 mM e 50 mM, foram pré-incubadas 
por 2 h a temperatura ambiente com as amostras de porção solúvel (PS) e fragmentos 
de cascas (FC) de ovos, e miracídios, antes da adição de luminol. A- EDTA; B- EDTA. 
Quando as amostras foram comparadas com seus controles não apresentaram 
diferenças significativas. Comprimento de onda de 431 nm. 
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Figura 15: Efeito do quelante Fenantrolina, na quimiluminescência de amostras da 
porção solúvel (PS) e fragmentos de cascas (FC) de ovos, e miracídios. O 
quelante, nas concentrações de 20 mM e 50 mM, foi pré-incubadas por 2 h a 
temperatura ambiente com as amostras de porção solúvel (PS) e fragmentos de cascas 
(FC) de ovos, e miracídios, antes da adição de luminol. Apenas as amostras PS, FC 50 
mM e miracídios 20 e 50 mM, apresentaram diferenças significativas quando 
comparadas aos seus controles (p<0,05). Comprimento de onda de 431 nm. 
 

 

2.6. Efeito de oxidação e alta temperatura na quimiluminescência 

Os resultados obtidos na Figura 12 indicaram que o(s) composto(s) 

responsável(éis) pela quimiluminescência necessita(m) estar em um estado oxidado, 

que é revertido na presença de ditiotreitol (DTT). Para investigar se a 

quimiluminescência poderia ser potenciada por oxidação adicional, ou se seria inibida 

por excesso de oxidação, aumentou-se a oxigenação das amostras PS, FC e 

miracídios, por 10 ciclos de aspiração/ejeção das soluções em uma seringa. A 

comparação das amostras revelou que não houve diferença significativa em relação 

aos controles (Figura 16 A), demonstrando que o(s) composto(s) responsável(éis) já 

encontrava(m) plenamente oxidado(s) 

Quando as amostras foram aquecidas a 100 °C por 5 min, e os resultados 

comparados com controles não aquecidos, não foi possível verificar diferenças 
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significativas entre eles, demonstrando que o(s) composto(s) é (são) termoestável(éis) 

(Figura 16 B). 
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Figura 16: Efeito da oxidação e da alta temperatura na quimiluminescência.  
A- Oxigenação induzida por 10 ciclos de aspiração/ejeção com seringa de Insulina em 
amostras PS, FC e miracídios. B- Aquecimento a 100°C por 5 minutos de amostras 
PS, FC e miracídios. Como controles positivos foram utilizados PS, FC e miracídios 
não tratados. Quando ambas as amostras foram compradas com seus controles não 
apresentaram diferenças significativas. Comprimento de onda de 431 nm. 
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2.7. Estimativa da massa molecular  

Os resultados obtidos com ultrafiltração da amostra PS em membranas porosas 

com corte de 3 kDa e de 10 kDa revelou que o composto ou compostos 

quimiluminescente(s) existente(s) tanto porção lisada dos ovos (PS) como nos 

miracídios, possui(em) massa molecular menor que 3 kDa (Figura 17 A e B). 
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Figura 17: Estimativa da massa molecular por ultrafiltração. A- Quimiluminescência 
obtida em amostras PS e miracídios após ultrafiltração em membrana de 10 kDa. B- 
Quimiluminescência obtida em amostras PS e miracídios após ultrafiltração em 
membrana de 3 kDa. “Concentrado” se refere ao material retido nas membranas, 
“ultrafiltrado” se refere ao material que passou pelos poros das membranas. Das 
amostras testadas, apenas o ultrafiltrado de miracídios (membrana de 10 kDa e 3 kDa) 
e ultrafiltrado de PS (membrana de 3 kDa) apresentaram diferenças significativas 
quando comparadas com os seus controles (p<0,05). Comprimento de onda de 431 nm. 
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2.8. Existência de metais nas amostras contendo miracídios e na porção 

PS dos ovos 

As amostras analisadas em ICP-MS revelaram a existência de metais como Mg, 

Ca, Fe, Ni, Cu e Zn em miracídios e Mg e Ca na porção PS. Os dados encontram-se 

resumidos na Tabela 1. 

 
Tabela 1: Análise de metais por ICP-MS de 10.000 miracídios e porção PS 

Elemento Mg  

(µg/10k) 

Ca 

(µg/10k) 

Fe 

(µg/10k) 

Ni  

(µg/10k) 

Cu 

(µg/10k) 

Zn  

(µg/10k) 

Miracídios 0,34 1,13 0,49 0,02 0,03 0,15 

PS 65,0 671,0 - - - - 

ug/10K: microgramas por 10.000 miracídios 
ug/L: microgramas por Litro da amostra 
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5. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO  

 

Mesmo após a otimização da metodologia Helmitex pelo uso da ninidrina, a 

dificuldade para a entrega do resultado diagnóstico do método ainda depende da 

varredura de todo sedimento final de uma amostra, independentemente de esta ser 

negativa ou positiva. Esta leitura ainda precisa ser realizada por um profissional 

treinado na visualização direta de ovos.  

Entre 2003 e 2006 entre inúmeros experimentos realizados para estabelecer a 

prova de conceito do Helmintex®, um em especial visava comparar três partículas 

paramagnéticas com diferentes moléculas superficiais. Com ótimos resultados obtidos 

na utilização de partículas cobertas com estreptavidina, iniciaram-se no laboratório de 

parasitologia os primeiros testes que envolviam quimiluminescência, utilizando 

incubação de ovos de S. mansoni com peroxidase biotinilada e a revelação com 

luminol. Passados sete anos dos experimentos iniciais e com o surgimento de artigos 

que revelaram a existência de cobre (Cu) (Mathieson e Wilson, 2010; DeWalick et al., 

2011) e de ferro (Fe) (Kral et al., 2013) em ovos de S. mansoni, a ideia de revelar a 

presença dos ovos por quimiluminescência voltou a ser testada com a utilização direta 

de uma solução de luminol.  

As primeiras experimentações revelaram que ovos de S. mansoni em contato 

com solução contendo Luminol-H202 emitiam luz, e que está luz seria passível de 

quantificação. Prém, evidenciaram também diferenças na emissão de luz entre ovos 

obtidos de fígado de camundongos, cultivo in vitro e fezes humanas. Este resultado 

mostrou que o fenômeno de quimiluminescência poderia também estar relacionado a 

moléculas biológicas, incluindo grupos protéticos ativos para reações redox (Lindley, 

1996; Wilson e Schiffrin, 1996), alguns já descritos nas cascas de ovos e miracídios 

como proteína dismutase, tioredoxina peroxidase (DeWalick et al., 2011), tiorredoxina, 

superóxido dismutase, peroxidase dependente de ferro (Fe) (Mathieson e Wilson, 

2010). Uma hipótese para explicar as diferenças na emissão de luz é que estes 

compostos poderiam estar presentes em maior ou menor quantidade durante as 

diferentes etapas de maturação dos ovos (Jurberg et al., 2009). Este achado também 
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revelou que ovos fígado de camundongos, cultivo in vitro e fezes humanas não são 

iguais em sua composição biológica. 

Com o delineamento dos experimentos e resultados que demonstravam maior 

quimiluminescência em ovos de fezes humanas após adição de partículas 

paramagnéticas que contém óxido de ferro (Fe), o passo seguinte para utilização da 

nova metodologia em sedimentos humanos revelou que apenas 100 µL retirados do 

sedimento final Helmintex seriam suficientes para determinar a positividade de uma 

amostra, para uma leitura de 5 min em espectrofotômetro. A leitura realizada em placas 

de polistireno opaco de 96 poços também possibilitou avaliar mais de uma amostra por 

vez (1 até 8 amostras), revelando rapidamente amostras positivas, e eliminando as 

negativas, tornando-se especialmente útil em trabalhos de campo. 

O desenvolvimento da metodologia Helmintex® teve como finalidade a detecção 

de ovos de S. mansoni, por este motivo toda estrutura da metodologia está baseada na 

eliminação de detritos e seleção de ovos com diâmetros superiores a 45 µm, devido 

especificamente a abertura da última peneira de tamisação. Os ovos de Ascaris 

lumbricoides foram testados quanto à reatividade de quimiluminescência como 

controles de especificidade, pois os ovos com diâmetro superior a 45 µm são retidos 

juntamente com ovos de S. mansoni na etapa final de peneiramento. Foi demonstrado 

que as suspensões de ovos de A. lumbricoides superiores a 25 ovos/100 µL podem 

produzir um pico de quimiluminescência acima do ponto de corte para a detecção de S. 

mansoni. Esta observação preliminar merece novas investigações visando melhorar a 

especificidade do diagnóstico da esquistossomose pelo procedimento Helmintex e 

quimiluminescência, e também explorar a utilidade da reação quimiluminescência para 

detectar outras infecções helmínticas.  

A extensa busca pelos composto(s) responsável(eis) pela quimiluminescência 

em ovos de S. mansoni apresentou como um obstáculo significativo, a dificuldade na 

obtenção de grandes quantidades de ovos oriundos de fezes humanas. Mesmo assim, 

os experimentos realizados pelas técnicas de EDS e RBS, nas quais foi possível 

analisar ovos de fezes humanas, revelaram a existência de ferro (Fe), na superfície de 

ovos livres de partículas paramagnéticas (Figuras 7, 8 e 9). 
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Os resultados aqui obtidos a partir da sonicação de ovos coletados de fígados e 

miracídios após a eclosão natural de ovos de fígado de camundongos, revelaram que 

todas amostras (PS, FC e miracídios) apresentam algum tipo de composto(s) 

quimiluminescente, sendo a maior capacidade de emissão de luz encontrada nas 

amostras contendo miracídios (Figuras 11). Os experimentos envolvendo agentes 

redutores, agentes quelantes, oxigenação e aquecimento das amostras a 100 °C 

revelaram que o(s) composto(s) responsável(éis) pela quimiluminescência é sensível a 

oxidoredução (como são as pontes dissulfeto em proteínas), é termoestável, e requer 

um metal pesado para a emissão de luz. Por ultrafiltração das amostras em membranas 

com corte de 3 e 10 kDa, determinou-se que o(s) composto(s) quimiluminescente(s) 

apresenta(m) massa molecular menor que 3 kDa.  

Análise por espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-

MS) revelou a existência de 0,49 µg/10K de ferro, dado inédito que reforça a hipótese 

inicial deste trabalho e sustenta os achados de maior quimiluminescência nas amostras 

contendo miracídios. Por ICP-MS não foi possível detectar ferro (Fe) e cobre (Cu) na 

porção PS de ovos. As grandes quantidades de magnésio (Mg) e cálcio (Ca) 

encontradas na porção PS podem estar relacionadas diretamente com o estágio de 

desenvolvimento dos ovos, já que a eclosão de miracídios ocorre com o completo 

desenvolvimento do ovo, enquanto que a porção PS é representativa da composição 

interna de ovos de fígado, que estão em estágios de desenvolvimento diversos.  Este 

fato justificaria as diferenças encontradas na emissão de quimiluminescência das 

amostras PS (contendo o lisado de 0,5 Un/µL) e miracídos (contendo 0,25 Un/µL).  

Apesar da baixa massa molecular estimada por ultrafiltração, ainda é cedo para 

descartar que os compostos quimiluminescentes possam ser ou derivar de proteínas 

existentes em ovos e miracídios, como proteína superoxido dismutase (Mathieson e 

Wilson, 2010; DeWalick et al., 2011), que contem Cu-Zn (Protásio et al., 2012 ou 

alguma proteína contendo heme, como peroxidases (Mathieson e Wilson, 2010; 

DeWalick et al., 2011), lembrando que peroxidases possuem elevada capacidade de 

oxidação e em contato com uma solução de luminol emitem forte quimiluminescência 

(Lindley, 1996; Wilson e Schiffrin, 1996).  
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Portanto, os resultados relatados neste capítulo revelaram um modo inovador de 

detectar ovos de S. mansoni através de quimiluminescência, no sedimento final do 

método Helmintex, com capacidade discriminatória entre amostras positivas e 

negativas, quando analisado apenas 100 μL do sedimento final, tornando-se 

especialmente atraente em estudos de campo com centenas de amostras. 

Em conclusão, estes resultados demonstram que a quimiluminescência permite a 

detecção de ovos em sedimentos fecais com alta sensibilidade, podendo ser utilizada 

na etapa de detecção de outros métodos de concentração. Esta inovação contribuirá 

para os esforços de eliminação da esquistossomose, potencialmente também das 

infecções por outros helmintos, e para otimização da avaliação comparativa de métodos 

diagnósticos moleculares. 
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CAPÍTULO III 

 

 

 

 

Passagem de ovos de Schistosoma mansoni pela parede do intestino de 
camundongos. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Para a postura de ovos, as fêmeas de S. mansoni migram até o sistema venoso 

mesentérico inferior, e a partir daí modulam os mecanismos protetores do hospedeiro 

para que a passagem dos ovos pela parede intestinal seja facilitada (Schwartz e Fallon, 

2018).  Para chegar à luz intestinal, os ovos necessitam vencer a barreira endotelial, 

membrana basal das veias e o epitélio intestinal.  Inicialmente, este processo depende 

da resposta imune do hospedeiro, e requer respostas de linfócitos T CD4 + T-helper 2 

(Th2) (Doenhoff et al., 1978; Cheever et al., 1993) e subsequente a ativação de 

macrófagos intestinais (Hebert et al., 2004), mas é provável que mecanismos adicionais 

estejam envolvidos (DeWalick et al., 2014). O tempo necessário para esta transição 

coincide com a viabilidade do ovo, cerca de três semanas (Jourdane e Théron, 1987). 

Assim, o ovo é um organismo biologicamente ativo e com total capacidade de interação 

com o hospedeiro (Schwartz e Fallon, 2018).  

Embora o processo de excreção nas fezes de ovos de S. mansoni ainda 

permaneça pouco conhecido até o momento, em uma revisão recente, Schwartz e 

Fallon (2018) relatam que esta passagem pode ser dividida em quatro estágios: I- 

Liberação do ovo na corrente sanguínea e adesão ao endotélio; II- Formação de 

granuloma imune-dependente; III - Transição dos ovos entre o endotélio e o epitélio; IV- 

Liberação do ovo no lúmen intestinal (Schwartz e Fallon, 2018). 

Um fato importante para ser lembrado é que ovos de S. mansoni têm uma 

estrutura rígida de proteínas reticuladas e, portanto, não podem ser impulsionados com 

base na movimentação do miracídio (DeWalick et al., 2012). Mesmo assim, a hipótese 

mais antiga retratava que a migração até o lúmen intestinal implicaria a participação do 

espículo (Jourdane e Théron, 1987). No entanto, a função do espículo ainda é incerta, 

mas ainda não se descartou a possibilidade que este possa facilitar a ligação do ovo ao 

endotélio, causando danos celulares a este (Schwartz e Fallon, 2018). Lenzi e 

colaboradores em 1987, com base em modelos murinos de infecção experimental, 

propôs que a passagem dos ovos pela parede intestinal seria dependente de 

eusinófilos, que danificariam a membrana basal do epitélio, tornando-a penetrável para 

os ovos, e assim, os ovos seriam passivamente expelidos pelo peristaltismo intestinal. 
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Outros autores afirmaram que a passagem dos ovos pelos vasos sanguíneos e paredes 

intestinais seria facilitada por enzimas proteolíticas produzidas pelo miracídio (Kloetzl, 

1967; Gryseels et al., 2006), uma vez que a passagem dos ovos é coordenada para 

coincidir com o completo desenvolvimento dos miracídios (Pellegrino et al., 1962). A 

teoria de secreção de proteínas por ovos de S. mansoni data de 1954, proposta como 

sendo uma fonte de antígenos para sorologia, chamada de “reação de precipitação em 

torno do ovo” (COP) (Oliver-González, 1954). Neste teste diagnóstico, as proteínas 

antigênicas secretadas através dos poros da casca do ovo são precipitadas e 

visualizadas ao microscópio em torno do ovo, após a incubação com soro do 

hospedeiro contendo anticorpos reativos (Demaree e Hillyer, 1981) Uma proteína 

secretada que poderia estar envolvida no processo de passagem de ovos pela parede 

intestinal é a Sm16, uma glicoproteína anti-inflamatória (Cass et al., 2007), que atua 

como ligante a lipídios, induzindo a apoptose após sua absorção, em células de 

mamíferos (Holmfeldt et al., 2007). Porém, sua presença só foi confirmada, até o 

momento, em cercárias (Bickle e Oldridge, 1999) e em vermes adultos de S. mansoni, 

sendo secretada pelo parasita para a penetração cutânea (Rao e Ramaswamy, 2000).  

Estudos com S. japonicum, cuja proteína anti-inflamatória homóloga é chamada de Sj16 

(Hu et al., 2009), relatam sua presença em cercárias, ovos, miracídios, esporocistos e 

esquistossômulo (Gobert et al., 2009). 

Experimentos realizados com ovos cultivados in vitro, mostraram a aderência de 

plaquetas sanguíneas à superfície dos ovos (Ngaiza e Doenhoff, 1990; Wu et al., 2007), 

sugerindo que estas poderiam participar do extravasamento e excreção dos ovos in 

vivo (Ngaiza et al., 1993). DeWalick e colaboradores, em um artigo publicado em 2014, 

descreveram que ovos de S. mansoni atraem proteínas e células hospedeiras, como o 

fator Von Willebrand e outras proteínas plasmáticas envolvidas na hemostase que se 

aderem à casca do ovo, promovendo assim a ligação com o endotélio e facilitando a 

passagem pela parede do vaso sanguíneo (DeWalick et al., 2014). A hipótese que 

aderência dos ovos ao endotélio dos vasos sanguíneos mesentéricos induz uma 

resposta inflamatória com formação de granulomas, facilitando assim a passagem dos 

ovos para o lúmen intestinal foi sustentada por DeFranco et al. (2007). Esta formação 

granulomatosa envolve compostos liberados pelos ovos que podem se ligar às 

javascript:void(0);
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proteínas da matriz extracelular, e assim gerar inflamação, facilitando a passagem dos 

ovos através da vasculatura mesentérica até as barreiras endoteliais e mucosas do 

lúmen intestinal, possibilitando assim a excreção (Cass et al., 2007).  

Um estudo publicado em 2013 mostrou que o local da deposição de ovos dentro 

do trato intestinal influencia a saída eficiente de ovos, sendo que a entrada dos ovos em 

Placas de Peyer facilitaria a saída para o lúmen intestinal (Turner et al., 2012). No 

entanto, Schwartz e Fallon (2018) revisaram o assunto e relatam que a excreção de 

ovos através da parede intestinal só pode ser alcançada na presença de uma 

inflamação granulomatosa. Contudo, são ainda desconhecidos os detalhes sobre os 

mecanismos que produzem a saída do ovo (Hams et al., 2013). 

Este Capítulo da Tese teve como objetivo investigar o fenômeno da passagem de 

ovos de S. mansoni pela parede intestinal de camundongos, buscando constatar se 

ocorre fenômeno de agregação (cluster) de ovos, já observado em cultivo de vermes de 

S. mansoni e em várias situações do trabalho em laboratório (ANEXO G). Como um 

braço de estudo molecular da interação ovo-tecidos do hospedeiro, contando também 

com colaboração com pesquisadores da Queens University, da Irlanda, foi analisada a 

expressão da proteína Sm16 na superfície dos ovos, durante a sua passagem pela 

parede intestinal, através de imunofluorescência em cortes histológicos parafinados. 
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2. OBJETIVO GERAL  

 

Investigar detalhes da passagem de ovos S. mansoni pela parede intestinal 

 

2.1. Objetivos específicos 

 

 Descrever a passagem dos ovos pela parede intestinal do hospedeiro 

vertebrado (camundongo Mus musculus); 

 Investigar a hipótese de agregação (cluster) dos ovos na passagem pela 

parede intestinal; 

 Verificar a expressão da proteína Sm16 na superfície dos ovos, durante a 

sua passagem pela parede intestinal. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1.   Obtenção de intestinos de camundongos infectados com S. mansoni 

O ciclo de S. mansoni é mantido pelo laboratório de Parasitologia Biomédica da 

Faculdade de Ciências da PUCRS, através de passagens por moluscos dos gêneros 

Biomphalaria sp., e camundongos Mus musculus, cepa Swiss, com aprovação pelo 

Comitê de Ética em Animais - PUCRS (CEUA 15/00443). 

Após 50° dia de infecção com 150 cerácrias, 10 camundongos foram 

previamente anestesiados com isoflurano 5% para administração de 100 µL de 

Heparina Sódica 5000 UI/mL (HEPAMAX-S, Brasil) na cavidade peritoneal. Após 10 

minutos (min), os animais foram novamente anestesiados com isoflurano 5% e 

encaminhados para a eutanásia por depressão anestésica de CO2. Os camundongos 

foram perfundidos com uma solução contendo 0,13 mol/L de citrato de sódio (Synth, 

Brasil) para liberação dos vermes adultos, e logo após, procedeu-se a retirada do 

fígado e do intestino. O experimento foi dividido em dois grupos com cinco amostras de 

intestino cada:  

Grupo 1 - Swiss roll: Os intestinos foram abertos longitudinalmente e após 

lavagem para retirada das fezes, estes foram fixados por 60 min em formalina 10% e 

então enrolados com a serosa para o lado interno (Figura 18), segundo a técnica 

denominada Swiss roll (Moolenbeek e Ruitenberg, 1981). Logo após, os intestinos 

foram acomodados em cassetes e acondicionados em formalina 10% até seu 

processamento, para obtenção de cortes histológicos. 
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Duodeno 

Mucosa Intestinal 

Reto 

Serosa 

 

 

Figura 18: Grupo 1 - Swiss roll. Representação gráfica da técnica Swiss roll utilizada 
para o processamento de 5 intestinos de camundongos, após fixação em formalina 
10%. 
 

 

Grupo 2 - Cortes transversais: Os intestinos ainda contendo fezes em seu interior 

foram acondicionados em formalina 10% por 24 h. Passadas 24h, os intestinos foram 

seccionados transversalmente em amostras com 5 mm de espessura provenientes do 

duodeno, jejuno, íleo, ceco, cólon e reto (Figura 19). Os tecidos foram cuidadosamente 

acomodados em cassetes e acondicionados em formalina 10% até seu processamento, 

para obtenção de cortes longitudinais. 

 

Fragmento de intestino delgado. 

Duodeno

Fragmento de intestino delgado. 

Jejuno

 

 

Figura 19: Grupo 2 - Cortes transversais. Representação gráfica das secções 
travessais de amostras com 5 mm de espessura provenientes do duodeno, jejuno, íleo, 
ceco, cólon e reto. 
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3.2. Histologia 

Os cassetes foram acomodados em um processador de tecidos do tipo carrossel, 

onde passaram por desidratação, diafanização e infiltração de parafina. Após o 

processamento, os tecidos foram incluídos em parafina, cortados em micrótomo com 

espessura de 3 µm e corados com Hematoxilina-Eosina (HE), para posterior 

observação em microscópio. 

 

3.3. Imunofluorescência indireta 

Blocos pré-selecionados foram novamente cortados em micrótomo com 

espessura de 3 µm e dispostos em duas lâminas (um corte positivo e um controle 

negativo). As lâminas foram colocadas em estufa a 37°C por 10 min e após, passaram 

por processo de desparafinização. A preparação da lâmina foi realizada com lavagens 

em PBS 1X por 5 min (2x), seguida de incubação com solução de 0,3% de H2O2 em 

metanol (temperatura ambiente) e posterior lavagem com PBS 1X por 5 min (2x). Após 

as lâminas foram bloqueadas com PBS 1X + 10% BSA e incubadas overnight com IgG 

de coelho (anti-Sm16) como anticorpo primário, diluído em PBS 1X (1:500). No dia 

seguinte, as lâminas foram lavadas em PBS 1X por 5 min (2x), e a elas foi adicionado 

100 μL de Goat Anti-Rabbit IgG H&L (FITC) (Abcam) diluído em PBS 1x (1:300).  

Passados 4 minutos, as lâminas foram deixadas para secar em local escuro até sua 

visualização em microscópio confocal. Um segundo corte do mesmo tecido, não 

incubado overnight com IgG de coelho (anti-Sm16), foi usado como controle negativo. 

 

3.4. Registro das imagens 

As imagens dos cortes histológicos corados em HE foram fotografadas em 

microscópio Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), equipado com 

videocâmera QImaging Retiga 2000R (Surrey, Canadá), e processadas com o 

programa de imagens Image Pro Plus 6.0 Media Cybernetics, Rockville, EUA.  

As imagens de imunofluorescência indireta foram adquiridas em microscópio 

confocal LSM5 Exciter Zeiss. 
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4.  RESULTADOS  

 

4.1. Passagem dos ovos de S. mansoni pela parede intestinal de 

camundongos 

As análises dos cortes histológicos dos Grupos 1 - Swiss roll e Grupo 2- Cortes 

transversais, revelaram que o fenômeno de passagem dos ovos de S. mansoni se dá 

ao longo de todo o intestino do camundongo. Esta passagem ocorre desde o intestino 

delgado (duodeno, jejuno e íleo) até o intestino grosso (Ceco, cólon e reto) (figuras 20 e 

21). O fenômeno de agregação (cluster) de ovos foi observado em inúmeros cortes 

analisados (Figuras 20, 21 e 22).  

As visualizações das lâminas coradas em HE por microscopia confocal 

revelaram a existência de um espaço irregular no entorno do ovo, tanto naqueles que 

estão passando pela parede intestinal (b), como em ovos que já se encontram em meio 

às fezes (a) (Figura 22). 
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Figura 20: Passagem de ovos de S. mansoni se dá ao longo de todo o intestino 
de camundongos. Grupo 1 - Swiss Roll. Registro em microscópio, aumento 4x, 
coloração Hematoxilina-Eosina (HE). Nas imagens as setas indicam granulomas e 
agregação (cluster) de ovos de S. mansoni, no intestino delgado (A e B) e no intestino 
grosso (C e D). 
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Figura 21: Cortes histológicos revelam fenômeno de agregação (cluster) de ovos 
na parede intestinal. Grupo 2 - Cortes transversais. Registro em microscópio Zeiss 
Axioskop 40, aumento 4x. A - Intestino delgado, porção do duodeno, as setas indicam 
local com eusinofilia aumentada e agregação de mais de oito ovos de S. manoni 
passando por microvilosidades; B - Intestino delgado, porção do jejuno, as setas indicam 
ovos passando por microvilosidades; C - Intestino delgado, porção do íleo, setas indicam 
passagem de ovos em linha e eusinofilia alterada; D - Intestino grosso, porção do ceco, 
setas indicam granuloma bem formado contendo ovos, e ovos iniciando passagem pelas 
microvilosidades intestinais; E - Intestino grosso, porção do cólon, a seta indica 
passagem de mais de cinco ovos por microvilo em região com eusinofilia aumentada; F - 
Intestino grosso, porção do reto, a seta indica ovos próximo à camada basal do epitélio. 
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Figura 22: Passagem de ovos de S. mansoni pela parede do endotélio intestinal 
mostrando um espaço irregular em torno dos ovos. Corte transversal de intestino 
grosso. Imagens registradas por microscopia confocal, com laser no comprimento onda 
405 e 488 nm em aumento 20x. As setas indicam ovos que já se encontram no 
sedimento fecal (a) e no momento da passagem pelo endotélio intestinal (b).   Em 
ambos, é possível observar um espaço irregular em torno dos ovos (*). 
 

 

4.2. Secreção de proteína Sm 16 durante passagem pelo endotélio intestinal 

A visualização em microscópio confocal das lâminas incubadas com anticorpo 

primário (Sm16) revelaram maior florescência quando comparadas aos seus controles 

(Figura 23).  

* 

* 

b 
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Figura 23: Imunofluorescência indireta retrata secreção da proteína Sm 16 
durante passagem de ovos pela parede do endotélio intestinal. Corte transversal 
de intestino grosso, obtido de camundongo após 50 dias de infecção por S. mansoni. 
Grupos controle (A, B, C) e Sm16 (A, B, C), submetidos à Imunofluorescência indireta, 
com imagens registradas por microscopia confocal, com laser no comprimento onda 
405 e 488 nm. As setas indicam ovos, no momento da passagem pelo endotélio. 
Registro em aumento 20x. 

 



135 

 

 

 

5. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

  

O entendimento da fisiopatologia da infecção por S. mansoni tem avançado nos 

últimos anos com o uso de camundongos, mesmo que este modelo experimental 

apresente diferenças na fibrose hepática e patologia, em relação ao que se observa em 

humanos (Fallon, 2000). No modelo murino, o desenvolvimento de granulomas reflete 

adequadamente a formação granulomatosa humana. Desta forma camundongos são 

modelos adequados para estudar a passagem dos ovos pela parede endotelial 

(Schwartz e Fallon, 2018). 

A formação de granuloma ao redor de ovos presos dentro do tecido hepático e 

intestinal é uma característica marcante da infecção pelo esquistossomo, e a principal 

causa de patologia nos hospedeiros infectados. No entanto, o granuloma do ovo 

funciona tanto para o hospedeiro quanto para o parasita (Hams et al., 2013): (a) 

inflamação granulomatosa intestinal facilita o processo de translocação do ovo para o 

lúmen gastrointestinal; (b) reduz a translocação bacteriana do intestino para a 

circulação do hospedeiro, (c) protege os tecidos do hospedeiro de respostas imunes 

exageradas contra antígenos do ovo, e (d) em última análise beneficia os parasitas 

adultos, ao favorecer a saída do principal elemento patogênico nesta infecção 

(Schwartz e Fallon, 2018). 

Uma das principais questões trazidas neste Capítulo era o entendimento da 

passagem dos ovos pela parede do endotélio intestinal, com ênfase no fenômeno de 

agregação (cluster), nunca estudada antes para ovos de S. mansoni. Esta hipótese de 

passagem surgiu com a observação constante do oviposição in vitro e inúmeros 

registros feitos pelo Grupo de Parasitologia (vide ANEXO G). Tal fenômeno, se 

possível, favoreceria o equilíbrio parasito-hospedeiro.  

Já a ideia de investigação da secreção da proteína Sm16 por imunofluorescência 

indireta em cortes parafinados, até então pioneira, foi guiada por experimentos 

realizados por um dos nossos colaboradores, Dr. John P. Dalton da Queens University 

Belfast, Irlanda, que identificou por imunolocalização a proteína Sm16 em ovos de S. 

mansoni após técnica de criomicrotomia em fígados de camundongo.  
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Nossos resultados até o momento comprovaram a hipótese de passagem de 

agregados (cluster) de ovos pela parede intestinal, como frequentemente registrada em 

todos os cortes histológicos realizados nos grupos: 1 - Swiss Roll e 2 - Cortes 

transversais. Também foi observado no modelo de infecção experimental, que a 

passagem de ovos ocorre ao longo de todo o intestino, do duodeno até o reto. Na 

microscopia confocal, foi observado um espaço irregular em torno dos ovos que estão 

passando pela parede intestinal e que se encontram no sedimento fecal. Tal espaço 

poderia estar relacionado com a secreção de proteínas (enzimas hidrolíticas) pelos 

ovos de S. mansoni, como já relatado (Oliver-González, 1954; Demaree e Hillyer, 

1981). 

 Quando os cortes transversais referentes ao intestino grosso foram submetidos 

à imunofluorescência indireta para verificação da secreção da proteína Sm16 por ovos 

durante a passagem pela parede intestinal, foi possível verificar maior fluorescência nos 

cortes corados com anti-Sm 16, quando comparadas aos controles.  

Em conclusão, relatamos pela primeira vez a secreção da proteína Sm16 e a 

agregação (cluster) de ovos de S. mansoni, durante a passagem pela parede intestinal 

de camundongos. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O presente estudo teve como objetivo o aprimoramento da metodologia 

Helmintex® para o diagnóstico da esquistossomose mansoni. Com base nos dados 

apresentados, fica evidente que a otimização do método Helmintex, e sua aplicação em 

dois grandes estudos de campo, trouxeram à metodologia a certificação de sua 

sensibilidade, o reconhecimento para sua utilização como método de referência para o 

diagnóstico da esquistossomose intestinal, e para a avaliação comparativa de outros 

testes. Ainda relatamos o uso inédito da quimiluminescência na detecção de ovos de S. 

mansoni, trazendo a metodologia Helmintex agilidade no diagnóstico, pela capacidade 

discriminatória entre amostras positivas e negativas de apenas 100 µL do sedimento 

final. Tais modificações encontram-se sintetizadas na Figura 24. Alem disso, relatamos 

pela primeira vez a formação de agregados (cluster) e a excreção da proteína Sm 16 

por ovos de S. mansoni durante a passagem  pela parede intestinal de camundongos. 

Tais dados contribuirão significativamente para a redução da prevalência de 

infecções de intensidade alta (para menos de 5% até 2020), e eliminação da 

esquistossomose como problema de saúde pública (para menos de 1% até 2025), 

compromisso este, assumidos pelo Ministério da Saúde (Plano Estratégico da 

Organização Mundial da Saúde 2012-2020). 
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Figura 24: Aprimoramento da metodologia Helmintex. Representação esquemática do aprimoramento da metodologia 
Helmintex, com a utilização de solução de luminol em apenas 100 µL do sedimento final, para discriminar amostras positivas e 
negativas, e posterior confirmação da parasitose e quantificação dos ovos, utilizando coloração de ninidrina e visualização em 
microscopia óptica de todo sedimento final. 
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PERSPECTIVAS 

 

 Dar continuidade a investigação dos componentes e mecanismos 

responsáveis pela quimiluminescência em ovos de S. mansoni obtidos de fezes 

humanas com a realização de estudos de proteomica; 

 

 Investigar a reação de quimiluminescência em ovos de outros helmintos;  

 

 Testar a o uso do sistema Luminol - H2O2 em amostras de HTX obtidas no 

município de Indiaroba/SE, durante realização do projeto de pesquisa multicêntrico 

denominado, “Validação de Teste Diagnóstico de Urina POC-CCA (Antígeno Catódico 

Circulante) para detecção de esquistossomose em áreas de baixa endemicidade”, em 

abril de 2019; 

 

 Prosseguir com os estudos sobre a expressão da proteína Sm16 na 

superfície dos ovos, durante a sua passagem pela parede intestinal. 
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ASPECTOS ÉTICOS 

 

O presente estudo foi realizado de acordo com as normas da Sociedade 

Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL), estando vinculado ao projeto 

“Desenvolvimento de metodologias de vigilância sanitária e diagnóstica da 

esquistossomose mansônica em focos de baixa endemicidade e verificação da sua 

aplicabilidade pela rede básica de serviço de saúde”, com a devida aprovação do 

Comitê de Ética da FAMED e de Ética em Pesquisa da PUCRS (Protocolo 2015-0016) 

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

Schistossoma mansoni, Angiustrongylus cantonesis e A. Costaricencis”, registro CEUA 

15/00443 (ANEXO B). 
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ANEXO A - Certificação de adição de invenção 
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ANEXO B - Aprovação CEUA 
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ANEXO C - Parecer consubstanciado do CEP - Estância/SE 
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ANEXO D – Aprovação SIPESQ 
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ANEXO E - Artigo publicado no ano de 2018 na revista PLOS Neglected Tropical 

Diseases, em colaboração com professor Dr. Stefan Michael Geiger - UFMG. 
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ANEXO F - Artigo publicado no ano de 2018 na revista PLOS Neglected Tropical 

Diseases, colaboração com grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS. 
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ANEXO G – Imagens obtidas pelo grupo de Parasitologia Biomédica da PUCRS, 

demonstrando fenômeno de agregação (cluster) em ovos de S. mansoni, durante 

manutenção de vermes in vitro.  

150 µm

 
Figura 25: Fenômeno de agregação de ovos de S. mansoni. Imagens obtidas por 
microscópio invertido de cultivo in vitro de vermes de S. mansoni, aumento 20x. Grupo 
de Parasitologia Biomédica da PUCRS, 2014. 
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ANEXO  H - Certificado de curso ministrado – Metodologia Helmintex 
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ANEXO I - Teste de quimiluminescência utilizando luminol desenvolvido pela 

LAPSE/UFRJ, com mensuração em Luminômetro.  

 

Experimentos realizados no LAPSE/UFRJ em parceria com Prof. Claudio 

Cerqueira Lopes. 

A mensuração da quimiluminescência foi realizada com Luminômetro (Hyginea®). 
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ANEXO J - Declaração de avaliadora do Espaço Jovem Cientista, anos 2017 e 

2018. 
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