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RESUMO 

 

O exame parasitológico por Kato-Katz ainda é considerado o padrão ouro no diagnóstico da 
esquistossomose mansônica, entretanto, este apresenta baixa sensibilidade para utilização em 
inquéritos epidemiológicos. Além disso, as técnicas de diagnóstico imunológico, apresentam 
reações cruzadas com outros helmintos, protozoários e até bactérias como ocorre com a 
utilização dos extratos brutos do parasita. Nesse sentido, salientamos que Abath et al.  
identificaram um peptídeo de 15kDa denominado Sm15, que apresentou uma boa reatividade 
com soros de animais infectados pelo verme e, portanto, possui potencial para abordagens 
imunoprofiláticas e para testes diagnósticos. Neste estudo obtivemos o polipeptídio 
recombinante Sm15 em Escherichia coli e verificamos seu potencial para realização do 
diagnóstico a partir de amostras de soros de pacientes com diferentes manifestações clínicas 
da esquistossomose. Através de ELISA constatamos que o Sm15 apresentou maior 
reatividade frente a soros de pacientes esquistossomóticos, quando comparado ao extrato 
bruto SEA (P=0.0043). O Sm15 ainda demonstrou melhor desempenho ao apresentar maiores 
valores de sensibilidade, especificidade e área abaixo da curva ROC (P=0.0030). Além disso, 
o Sm15 foi capaz de diferenciar pacientes esquistossomóticos quanto à forma clínica, aguda 
ou crônica (P=0.0007). Os resultados obtidos neste estudo indicam, além de ratificar o 
potencial diagnóstico apresentado pelo polipeptídeo Sm15, que o mesmo poderá ser capaz de 
gerar uma alternativa de imunodiagnóstico de elevada acurácia, suprindo assim as lacunas 
existentes com relação aos testes parasitológicos e sorológicos atualmente disponíveis. Além 
disso, possibilitará o diagnostico precoce da esquistossomose, realização de inquéritos 
epidemiológicos em áreas de baixa endemicidade, impedindo assim a evolução da doença 
para formas clínicas de maior gravidade. 

 

Palavras-chave: Esquistossomose, Imunodiagnóstico, polipeptídeo recombinante. 
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potential for the diagnosis of patients infected with Schistosoma mansoni. 2015.  Dissertation 
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ABSTRACT 

 

The parasitological examination by Kato-Katz still considered the gold standard in the 
diagnosis of schistosomiasis, however, it has low sensitivity for use in epidemiological 
surveys. Moreover, the techniques of immunological diagnosis, have cross-reactivity with 
other helminth, protozoa and even bacteria as occur with the use of crude parasite extracts. In 
this regard, we note that Abath and colleagues identified a 15kDa peptide termed SM15, 
which showed good reactivity with sera from animals infected by the worm, and therefore has 
potential immunoprophylactic and diagnostic testing approaches. In this study we obtained 
the recombinant polypeptide in Escherichia coli SM15 and check its potential for making the 
diagnosis from samples of patient sera with different clinical manifestations of 
schistosomiasis. By ELISA we found that the SM15 showed higher reactivity towards sera 
from schistosomiasis patients, when compared to the crude extract SEA (P = 0.0043). The 
SM15 also demonstrated better performance by presenting higher sensitivity, specificity, and 
area under the ROC curve (P = 0.0030). In addition, the SM15 was able to differentiate 
schistosomiasis patients about the clinical presentation, acute or chronic (P = 0.0007). The 
results of this study indicate not only ratifies the diagnostic potential presented by the SM15 
polypeptide, that it may be able to generate an immunodiagnostic alternative high accuracy, 
thereby supplying the gaps in the parasitological and serological tests currently available. 
Also, it enables the early diagnosis of schistosomiasis, carrying out epidemiological surveys 
in low endemicity areas, thereby preventing disease progression to more severe clinical forms. 

 
Keywords: schistosomiasis, Immunodiagnostic, recombinant polypeptide. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

 A esquistossomose é uma doença parasitária de grande impacto socioeconômico, 

causada pelo trematódeo digenético do gênero Schistosoma, sendo um grave problema de 

saúde pública em vários países. Classificada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) 

como a segunda parasitose humana mais prevalente, entre as doenças tropicais, perdendo 

apenas para a malária. Estima-se que 230 milhões de pessoas no mundo, principalmente na 

África, Ásia e Américas, estejam infectadas pelo Schistosoma e que 800 milhões de pessoas 

corram o risco de adquirir a infecção.  

Existem duas fases clínicas da esquistossomose no homem: aguda e crônica. A aguda 

geralmente progride para um período assintomático e eventualmente para a fase crônica, caso 

não seja diagnosticada e tratada corretamente. A fase crônica pode ter três formas clínicas 

principais: hepática, hepatointestinal e hepatoesplênica. 

O Schistosoma mansoni, se instala preferencialmente no sistema venoso mesentérico 

do homem e a patologia resultante da infecção pelo helminto está associada a uma reação 

granulomatosa crônica, que é causada quando os ovos, que são liberados pelo verme adulto, 

atingem os segmentos intra-hepáticos da veia porta. Estes ovos liberam vários compostos, 

sendo um deles o antígeno solúvel de ovo (SEA), proveniente dos miracídios, que são 

potentes e contínuos estimuladores da resposta imune. Essa intensa estimulação pode levar a 

fibrose periportal hepática e como consequência hipertensão portal, formando varizes 

esofágicas, que podem se romper e causar hemorragias digestivas graves, muitas vezes fatais. 

O diagnóstico da infecção esquistossomótica consiste na demonstração da presença de 

ovos do S. mansoni em fezes ou tecidos, sendo sua visualização nas fezes considerada o 

padrão ouro, porém, resultados negativos em exames coprológicos não excluem a 

possibilidade de infecção, principalmente quando se trata de paciente com infecção leve ou 

em fase crônica e em áreas de baixa endemicidade onde a carga parasitária é muito pequena.  

O ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) por captura utilizando anticorpos 

monoclonais foi um dos primeiros a ser usado para auxiliar no critério de cura, pois consegue 

detectar antígenos circulantes, caracterizando a doença ativa. Porém, esses testes não são 

utilizados rotineiramente no diagnóstico, uma vez que a aquisição dos anticorpos monoclonais 

encarece essa técnica. Segundo Carvalho (2011), o desenvolvimento de antígenos com 

potencial para serem utilizados no diagnóstico sorológico da esquistossomose pode ajudar a 

superar a limitação supracitada. 
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A primeira tentativa de desenvolver e padronizar ensaios diagnósticos que pudessem 

superar as limitações dos exames parasitológicos foi a utilização de testes baseados na 

determinação de anticorpos específicos realizada feita por Mott e Dixon (1982). Utilizando 

purificações proteicas como Antígeno Aniônico Circulante (AAC), o Antígeno Catiônico 

Circulante (ACC), a fração catiônica 6 do antígeno solúvel do ovo (CEF6), o antígeno 

sorológico maior (MSA1), antígenos microssomais do verme adulto (MAMA) e o antígeno 

associado intestino este estudo teve como objetivo desenvolver variações de ELISA mais 

específicos e que apresentassem menores taxas de reatividade cruzada. No entanto nos dias 

atuais mesmo com a utilização de novas preparações antigênicas, compostas por antígenos 

purificados e recombinantes, as técnicas de diagnóstico imunológico não estão padronizadas e 

ainda apresentam reações cruzadas com outros helmintos, protozoários. Estas reações tendem 

a gerar uma baixa especificidade, prejudicando desta maneira a confirmação absoluta da 

infecção. 

 Vários antígenos derivados do S. mansoni foram encontrados na circulação, porém, 

somente alguns foram bem estudados, com é o caso do Antígeno Aniônico Circulante (AAC), 

cuja sensibilidade num experimento através de ELISA apresentou a taxa mais baixa 

detectável do antígeno no soro relacionada a uma excreção de no mínimo 10 ovos por grama 

de fezes. Além disso, imunoensaios mostraram previamente que antígenos derivados do 

Schistosoma estavam presentes tanto na circulação, quanto na excreta de hospedeiros 

infectados, revelando assim o potencial do imunodiagnóstico para a esquistossomose.  

Levando em conta os dados supracitados, é importante que haja alternativas no 

diagnóstico da esquistossomose mansônica e para isso outros alvos proteicos, necessitam ser 

identificados e padronizados para que novos métodos diagnósticos e imunoprofiláticos 

possam ser desenvolvidos. Nesse sentido, salientamos que Abath et al. (1993) isolaram de 

uma biblioteca de cDNA um clone que codifica um polipeptídeo de 15 Kda denominado 

Sm15. Por apresentar reatividade com soros de animais infectados com S. mansoni, o 

polipeptídeo Sm15 possui potencial para abordagens imunoprofiláticas e para o 

desenvolvimento de testes diagnósticos. Então, este trabalho tem por objetivo obter o 

polipeptídio recombinante Sm15 em Escherichia coli e verificar o potencial do antígeno 

obtido para o desenvolvimento de métodos diagnósticos a partir de amostras sorológicas 

obtidas de pacientes com diferentes manifestações clínicas da esquistossomose. 
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2 MARCO TEÓRICO CONCEITUAL 

 
2.1 Epidemiologia da esquistossomose 

 

A esquistossomose é uma doença parasitária que apresenta um enorme impacto 

socioeconômico, gerando assim graves problemas de saúde pública em inúmeros países ao 

redor do globo (RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005). A doença, que é causada pelo 

verme trematódeo digenético do gênero Schistosoma, foi descrita cientificamente pela 

primeira vez, em 1851, pelo médico alemão Theodor Maximilian Bilharz e em consequência a 

este fato além de Xistose, Barriga D’água e Doença dos Caramujos, o termo Bilharzíase 

também foi usado como um nome alternativo da doença. A esquistossomose, que é um dos 

principais problemas de saúde enfrentados por países subdesenvolvidos (CHITSULO et al., 

2000), também é apontada como a segunda morbidade mais prevalente dentre todas as 

doenças tropicais, ficando atrás apenas dos casos de malária (BICHLER, et al., 2001; 

GRANT et al., 201; OLLIARO et al., 2011).  

Atualmente, esta morbidade afeta diversas partes do mundo, incluindo o continente 

Africano (Angola, Camarões, Egito, Líbia, Nigéria entre outros), a região Caribenha (Porto 

Rico, República Dominicana), todo o Oriente Médio (Arábia Saudita, Iêmen, Irã, Iraque, 

Israel), e países como Filipinas, China, Malásia, Camboja, Laos e Brasil (Figura 1), sendo 

encontrada em mais de 77 países. A doença infecta aproximadamente 230 milhões de 

indivíduos (BRANDT et al.,2010; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2012), sendo 

85% dos casos estimados localizados na região subsaariana do continente africano (VAN 

DER WERF et al., 2003), trazendo o risco de infecção a outros 800 milhões de pessoas 

(STEINMANN et al., 2006).  

Das Américas, o Brasil é o país mais impactado pela esquistossomose (CHITSULO et 

al., 2000; PORDEUS et al., 2008), que surgiu neste país por meio de duas razões. A primeira 

foi através de imigrantes orientais que eram portadores do parasita e a segunda, e o principal 

motivo, foi devido ao tráfico de escravos africanos, como mostra o mapa (Figura 2). A única 

espécie que representa interesse médico e científico no Brasil é o Schistosoma mansoni, pois 

dentre vários fatores que contribuíram para que esta espécie se difundisse amplamente no 

território brasileiro o principal foi a presença do hospedeiro intermediário específico, 

planorbídeos do gênero Biomphalaria (Figura 3A), que são suscetíveis à infecção somente 

por platelmintos da espécie S. mansoni.  
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Figura 1 - Distribuição geográfica mundial da Esquistossomose mansônica 

 

Fonte: Organização Mundial de Saúde, 2012. 
Nota: Mapa mundial destacando a distribuição geográfica dos casos de esquistossomose mansônica, as áreas 
vermelhas representam áreas de maior risco de infecção, as zonas em amarelo representam áreas de baixo risco e 
as áreas em branco não apresentam risco de infecção. 

 

Figura 2 - Expansão da transmissão da esquistossomose mansônica no Brasil  

 
Fonte: Machado (1988). 
Nota: O mapa mostra a expansão da morbidade no Brasil dando ênfase a sua origem na região nordeste, devido 
ao tráfico negreiro. O mapa ainda mostra que a morbidade permaneceu estabilizada no seu foco inicial até 
meados de 1920, expandindo-se a partir daí para as demais áreas do país. 
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Figura 3 - Hospedeiros intermediários da Esquistossomose 

 
Fonte: Schistosomiasis. New York, 2012. Disponível em 
<http://www.infectionlandscapes.org/2012/06/schistosomiasis.html>. acesso em 20 Jan 2014. 
Nota: Hospedeiros intermediários da esquistosomose, sendo A-caramujo do gênero Biomphalaria, hospedeiro de 
principal importância para o Brasil, pois é o hospedeiro intermediário do S. mansoni causador da 
esquistossomose mansônica. B-caramujo do gênero Bulinus, hospedeiro do S. haematobium C-caramujo do 
gênero Oncomelania, hospedeiro intermediário do S. japonicum. 
 
Segundo Neves et al. (2006) a existência de grandes coleções hídricas, a presença de 

condições de temperatura e luminosidade bem como o clima tropical similar ao da região 

autócone da morbidade, o aumento populacional nas áreas de risco, a ausência de uma 

mínima infraestrutura sanitária necessária em áreas endêmicas e deficiências na 

implementação de políticas de controle da doença e educação da população são os principais 

fatores que contribuem na expansão e manutenção da morbidade no país (CHITSULO et al., 

2000). No Brasil, a esquistossomose está presente em 19 unidades federativas (GAZZINELLI 

et al., 2002), sendo considerados como área endêmica uma faixa litorânea que compreende 

todos os estados do Maranhão até o Espírito Santo, apresentando focos endêmicos isolados no 

Pará, Piauí, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina, Goiás e Rio Grande do Sul 

(BRASIL, 2010) (Figura 4). Embora o Ministério da Saúde estime que o número de casos de 

esquistossomose mansônica no Brasil seja de 2,5 milhões, outros estudos apontam a 

existência de um número bem mais elevado, que gira em torno de 6 -7 milhões, sendo a 

maioria destes casos localizados na região Nordeste (BRASIL 2010; DE SOUZA et al., 2012; 

NETO et al., 2013; VITORINO et al., 2012). 

O Nordeste, além de ser a região brasileira com a maior mortalidade do país devido à 

esquistossomose é a região que apresenta o maior número de indivíduos infectados 

(FERREIRA; SILVA, 2007). Nesta região localiza-se uma faixa endêmica caracterizada por 

uma zona litorânea contínua que compreende os estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio 

Grande do Norte, Paraíba e Sergipe, (BINA; PRATA, 2003; BRASIL, 2009; KATZ; 

PEIXOTO, 2000; LENGELER et al., 2002). Além disso, o aumento da esquistossomose 

urbana nessa região expõe a constante ameaça que a doença representa não só para a saúde 

pública brasileira, mas também para todos os países em desenvolvimento.  
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Em Pernambuco, as zonas endêmicas compreendem 102 dos 186 municípios do estado 

(DOMINGUES; SILVA, 2011) totalizando aproximadamente 18 mil indivíduos atingidos 

pela morbidade, ocupando assim, o 3° lugar em prevalência da região Nordeste (COURA; 

AMARAL, 2004). Este estado foi responsável por aproximadamente 40% dos casos de óbito 

atribuídos à esquistossomose no ano de 2006 (PERNAMBUCO, 2008). Além disso, novas 

áreas de transmissão têm sido encontradas evidenciando uma mudança no perfil 

epidemiológico da doença, como é o exemplo de zonas praianas próximas a Região 

Metropolitana do Recife (Porto de Galinhas), mostrando que a morbidade está em franca 

expansão. Na região costeira pernambucana a maior parte dos casos se manifesta na forma 

aguda da doença afetando indivíduos e turistas que nunca foram expostos ao parasito, 

enquanto em áreas rurais, a doença continua a afetar a população de baixa renda, 

manifestando-se predominantemente na sua forma crônica (GOMES et al., 2014; PEREIRA et 

al., 2010). 

 
Figura 4 - Áreas endêmicas da esquistossomose mansônica no Brasil 

 
Fonte: Amaral,  Taiui,e Engels, (2006). 
Nota: Evidenciando as zonas e suas prevalências em percentual, apresentando as áreas vermelhas, amarelas, 
verdes e brancas um percentual de 15, entre 5 e 15, menor que 5 e nenhum caso (indene) respectivamente.  
 

2.2 Ciclo evolutivo e transmissão 
 
O S. mansoni (Figura 5) possui um ciclo de vida complexo que requer no mínimo um 

caramujo de água doce, uma coleção hídrica parada ou com pouca correnteza (até 29 cm/s) e 
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um hospedeiro definitivo. O trematódeo digenético pertencente à família Schistosomatidae, 

gênero Schistosoma é um platelminto que apresenta um nítido dimorfismo sexual e contém 

vários estágios de desenvolvimento sendo capaz de parasitar não só homens, mas, diversos 

animais como primatas, marsupiais (gambá), ruminantes, roedores e lagomorfos (lebres e 

coelhos), que são considerados hospedeiros permissivos ou reservatórios (NEVES, 2006; 

SOUZA, et al., 2011).  

Os caramujos pertencentes à família Planorbidae, gêneros Biomphalaria, 

Oncomelania e Bulinus são os organismos que possibilitam a reprodução assexuada das 

principais espécies contaminantes de seres humanos o S. mansoni, S. japonicum e S. 

haematobium respectivamente (JORDAN et al., 1969; DIAS et al., 1994; OLIVEIRA; 

SANTOS, 2002; MOURA et al., 2005), essas espécies de platelmintos apresentam muitas 

diferenças, que variam desde à penetração larval e diferentes reações imunológicas induzidas 

nos hospedeiros até aspectos morfológicos do verme e suas variadas formas de vida, 

(WARREN, 1975). Devido à inexistência de planorbídeos dos gêneros Bulinus (Figura 3B) e 

Oncomelania (Figura 3C), que são suscetíveis as outras espécies do gênero Schistosoma, o S. 

mansoni é a única que representa interesse médico e científico para o Brasil (SOUZA, et al., 

2011), esta espécie de platelminto apesar de não apresentar nenhum vetor possui ciclo de vida 

complexo, apresentando duas fases de reprodução uma assexuada no hospedeiro intermediário 

(Planorbídeo) e uma fase sexuada em um hospedeiro definitivo (Homem) (UTZINGER et al., 

2001; BRASIL, 2012). 

 O ciclo evolutivo da esquistossomose (Figura 6) se inicia quando o homem é 

infectado pelas cercárias, que se fixam entre os folículos pilosos e penetram ativamente em 

sua pele ou de sua mucosa (SOUZA, et al., 2011). Após a infecção as cercárias se 

desenvolvem para a forma parasitária, conhecida como esquistossômulo, que iniciará o 

processo migratório pelas vias linfática e sanguínea. Ao atingir o fígado (sistema porta intra-

hepático) os esquistossômulos irão evoluir para as diferentes formas adultas (1 – 2 meses pós 

infecção) que migrarão para o local onde os machos e as fêmeas se acoplam e copulam, as 

veias mesentéricas do sistema vascular do hospedeiro vertebrado. Então o casal migra contra 

a corrente sanguínea até atingir a submucosa de vasos menos calibrosos da parede intestinal, 

onde serão capazes de realizar a ovoposição (BRASIL, 2012). 
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Figura 5 - Formas evolutivas do Schistosoma mansoni 

 
Fonte: Schistosomiasis. New York, 2012. Disponível em 
<http://www.infectionlandscapes.org/2012/06/schistosomiasis.html>. acesso em 20 Jan 2014. 
Nota: A figura mostra os diferentes estágios de desenvolvimento do S. mansoni, sendo A-Ovo, com seu espículo 
característico; B-Cercária, forma infectante do hospedeiro definitivo; C-Miracídio, forma infectante do 
hospedeiro intermediário; D-Verme macho adulto, com a presença do canal ginecóforo; E-Verme fêmea adulto; 
F-Casal acasalado, pronto para a fecundação.  
 

O homem infectado pode eliminar ovos viáveis de S. mansoni a partir da quinta 

semana após a infecção, esta eliminação de ovo pela excreta geralmente dura um período de 

seis a 10 anos, podendo chegar à de 20 anos. (BRASIL, 1998; 2012).  

Os ovos levam cerca de uma semana para atingir a maturidade e contém o miracídio 

formado em seu interior, as fêmeas da espécie S. mansoni põem de 500 - 1000 ovos/dia 

(LIMA, 2002), porém, no geral somente 20% são excretados pelo hospedeiro para o meio 

externo, onde permanecem viáveis por 7 dias (LIMA, 2002; NEVES, 2006; SOUZA, et al., 

2011).  

Ao entrar em contato com uma coleção hídrica, os ovos eclodem e liberam larvas 

ciliadas denominadas miracídios, que estimulados principalmente pela quimiotaxia ao 

hospedeiro intermediário, nadam ativamente e penetram nos planorbídeos do gênero 

Biomphalaria. Após infectar o hospedeiro intermediário, os miracídios iniciarão um processo 

de alterações morfológicas, onde perderão seus cílios e transformando-se em esporocistos 

primários, que se multiplicarão de forma exponencial através da poliembrionia e originarão os 

esporocistos secundários. Estes esporocistos por sua vez irão migrar para as glândulas 

digestivas do hospedeiro e se diferenciar em cercárias. Os hospedeiros intermediários 

começam a eliminar cercárias de quatro à sete após semanas a infecção pelos miracídios e os 

mesmos eliminaram cercárias por toda a vida, que dura aproximadamente 1 ano (BRASIL, 

1998; 2012). Ao serem liberadas, numa coleção hídrica, as cercárias nadarão livremente até 

infectar novamente o hospedeiro definitivo, completando assim o ciclo de vida do 

Schistossoma. mansoni. 

 



24 
OLIVEIRA, S.A.V. 

Figura 6 - Ciclo de vida do Schistosoma mansoni 

 
Fonte: Saúde. São Paulo, 2012. Disponível em <http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/IFN_Esquisto>. 
acesso em 20 Jan 2014. 
Nota: A figura mostra todo o ciclo de vida dos tramatódeos digenéticos do gênero Schistosoma, a fase de 
reprodução assexuada (moluscos, hospedeiro intermediário) e a fase de reprodução sexuada, no homem 
(hospedeiro definitivo). 1 – Após excretados, os ovos do Schistosoma mansoni eclodem ao entrar em contato 
com uma coleção hídrica; 2 – O miracídio, larva ciliada liberada pela eclosão do ovo é estimulado por 
quimiotaxia a infectar seu hospedeiro intermediário; 3 – O miracídio ao infectar o molusco de gênero 
Biomphalaria se diferencia em esporocisto; 4 – O esporocisto através de poliembrionia e sucessivas gerações 
originará várias cercárias; 5 – As cercárias eliminadas pelo caramujo irá nadar ativamente até encontrar um 
hospedeiro definitivo (Homem); 6 e 7 – Ao penetrar  através da pele a cercária se diferenciará em 
esquistossômulo; 8 e 9 – Após migrar através da corrente sanguínea e chegar ao fígado, o esquistossômulo irá 
amadurecer para forma adulta do verme; 10 – Depois de se acoplarem, macho e fêmea juntos migram para a 
veias mesentéricas, onde irão acasalar e iniciar o processo de liberação dos ovos, que após percorrerem o fígado 
e caírem nas fezes, serão excretados pelo homem reiniciando o ciclo. 
 

2.3 Manifestações clínicas  
 

A evolução clinica da esquistossomose tem caráter crônico-evolutivo e apresenta 

gravidade variável, podendo permanecer numa fase aguda ou, caso não seja diagnosticada e 

tratada corretamente, poderá evoluir para a fase crônica (KATZ; ALMEIDA, 2003). A 

gravidade das formas clínicas depende de uma série de fatores do hospedeiro e do parasito, 

como resposta imunológica específica do hospedeiro definitivo, virulência das cepas que o 

infectaram, a taxa de ovoposição do verme, carga parasitária, perfil genético de ambos (agente 

etiológico e hospedeiro), idade e estado clínico-nutricional do indivíduo infectado, localização 
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do parasito no hospedeiro e número de reinfecções (REY, 1991; TANABRE et al., 1997; 

SOUZA et al., 2007; NEVES, 2006; BRASIL, 2010; MELO; COELHO, 2010). 

A fase inicial ou aguda da doença pode ser subdividida em duas formas, assintomática 

e sintomática (BRASIL, 2010). A forma aguda assintomática geralmente ocorre no primeiro 

contato do indivíduo com o estágio larval da cercária ainda na infância, algumas vezes é 

diagnosticada por alterações encontradas em exames de rotina como eosinofilia e presença de 

ovos no exame coprológico, apesar de passar despercebida na grande maioria dos pacientes 

(NEVES et al., 2006; BURKE et al., 2009; BRASIL, 2010).  

A forma aguda sintomática apresenta até 5° dia pós-infecção micropápulas prurino-

eritemantosas, semelhantes a eczemas de contato, que são lesões características da dermatite 

cercáriana originadas pela penetração deste estágio larval, geralmente estas lesões ocorrem 

em indivíduos que nunca entraram em contato com o verme (BRASIL,2012). Além disso, no 

período de 3 - 7 semanas após a infecção alguns indivíduos podem desenvolver a febre de 

Katayama, que é caracterizada por alterações como leve hepatoesplenomegalia, febre, 

cefaleia, linfodenopatia, dores abdominais, anorexia e raramente podem ocasionar diarreia, 

tosse seca e náuseas com ou sem a presença de vômito (PORDEUS et al., 2008; BURKE et 

al., 2009; BRASIL, 2010), nesta forma a doença continua sendo percebida, basicamente pela 

eosinofilia, que se apresentará muito elevada.  

A fase aguda da esquistossomose, em geral dura 2 meses, e regride espontaneamente 

ou através de tratamento quimioterápico específico (BRASIL, 2010). A fase tardia ou crônica 

da morbidade só inicia no 6° meses após a infecção e pode durar vários anos (10 - 20), com 

sinais da sua progressão sendo identificados em vários órgãos como fígado, baço, pulmões 

podendo levar a hipertensão portal e pulmonar, com ruptura das varizes esofágicas e ascite 

nos casos mais graves (BRASIL, 2010).  

A fase crônica pode ser dividida quanto a sua gravidade em duas formas, leve e grave, 

as quais podem ainda ser subdivididas em 5 formas clínicas, assintomática, hepatointestinal e 

hepática (Leves) e hepatoesplênica compensada e descompensada (Graves) (PORDEUS et al., 

2008; BRASIL, 2012). As manifestações clínicas das formas crônicas da esquistossomose 

variam de acordo com a idade em que ocorreu a primeira exposição, a frequência de 

infecções, estado imunológico do indivíduo e presença, ou não, de quimioterapia específica 

(KATZ; ALMEIDA, 2003; BRASIL, 2009) 

A esquistossomose hepatointestinal (EHI) é responsável por 90% dos casos da 

morbidade, sendo a forma mais encontrada nas áreas endêmicas (PORDEUS et al., 2008) sendo 

caracterizada por intensa dor estomacal (epistralgia), diarreias, por vezes sanguinolentas, vômitos 
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e fígado palpável com nodulações. Estas nodulações poderão evoluir para fibrose avançada 

(fibrose de Symmers), ou seja, áreas de fibrose geradas por granulomatose periportal (BRASIL, 

2010; SOUZA et al., 2011). Na EHI a dosagem sérica da γ-glutamil transferase (GGT) e da 

fosfatase alcalina encontram-se bem elevadas, sendo assim, testes para detecção destas enzimas 

hepáticas podem ajudar no diagnóstico da doença (MATTOS; DANTAS-CORREA et al., 

2010). 

A forma hepática da esquistossomose mansônica (EH), é uma forma transitória entre a 

esquistossomose de menor gravidade e a forma grave, por esta razão a mesma apresenta um 

espectro muito grande de variações clínicas indo desde a forma assintomática, passando pela 

fase de fígado palpável, característica da EHI e apresentando na ultrassonografia, a presença 

de fibrose hepática periportal (FPP) moderada ou intensa, sintomas característicos da 

esquistossomose hepatoesplênica (EHE) (NEVES, et al., 2006; BRASIL, 2010; MATTOS; 

DANTAS-CORREA et al., 2010). 

A EHE representa de 4% a 12% da morbidade da doença nos áreas endêmicos 

(DOMINGUES, 2008), ela apresenta uma subdivisão nas formas compensada e 

descompensada. Apesar de ambas apresentarem FPP intensa com presença de esplenomegalia 

causando hipertensão portal, surgimento de varizes esofágicas, dores abdominais atípicas, 

sensação de peso e funções intestinais alteradas, somente, a forma descompensada apresenta 

uma drástica diminuição da função hepática que pode ser notada através da intensa 

hemorragia, apresentando ou não melena, hematêmese e ascite (NEVES, 2006; BRASIL, 

2010; SOUZA et al., 2011). 

A esquistossomose, ainda pode se apresentar em formas raras como a 

vasculopulmonar, a hipertensão pulmonar, a glomerulopatia (estágios muito avançados da 

doença) e em formas ectópicas que se caracteriza pela presença de granulomas 

esquitossomóticos em outras localizações como nos órgãos genitais, na retina, na pele, 

coração, tireoide e sistema nervoso central, sendo a neuroesquistossomose ou neurorradiculite 

esquistossomótica a mais grave dessas formas (BRASIL, 2010; MATTOS; DANTAS-

CORREA et al., 2010). 

 

2.4 Tratamento 
 

O tratamento da esquistossomose é realizado através de drogas antiparasitárias que 

possuem em suas fórmulas substâncias químicas tóxicas ao parasito. Porém o tratamento 

desta morbidade sempre foi limitado pela falta de quimioterápicos de alta eficácia e reações 

adversas toleráveis (NOVAES et al., 1999). Muitas drogas utilizadas no tratamento inicial da 
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esquistossomose tiveram sua utilização descontinuada, por apresentarem uma enorme gama 

de efeitos colaterais e alta toxicidade, como exemplo, os derivados antimoniais (tartarato de 

potássio e antimônio, tártaro emético e o estibofeno), a lucantona, a hicantona e o fármaco 1-

niridazol (NOVAES et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2004). 

Atualmente, o governo brasileiro dispõe de dois medicamentos para tratar os 

indivíduos portadores de S. mansoni, o praziquantel e a oxaminiquina, ambos quimioterápicos 

são bem tolerados, possuem baixa toxicidade e suas eficácias são equivalentes, girando em 

torno de 70 à 80% (BRASIL, 2010). No Brasil a droga de escolha é o praziquantel, pois, a 

oximiniquina só atua nas formas adultas do S. mansoni, a mesma possui efeitos colaterais no 

sistema nervoso central além dos efeitos carcinogênicos (ARAÚJO et al., 2008). O 

praziquantel, por possuir produção nacional, fabricado em Farmanguinhos/Fundação Oswaldo 

Cruz o mesmo apresenta menor custo/tratamento (KATZ; ALMEIDA, 2003). 

O praziquantel é um fármaco de administração oral, sendo utilizados em dose única de 

50mg/Kg de peso para adultos e 60mg/Kg de peso para crianças (BRASIL, 2005b ; KATZ; 

ALMEIDA, 2003; MATOS et al., 2007). Uma substância quimioterápica isoquinolino-

pirazinica compõe a fórmula do praziquantel, é específica ao gênero Schistosoma, o que 

dificulta possíveis reações cruzadas. Os efeitos colaterais deste fármaco são dor abdominal, 

cefaleia e sonolência, bem menos preocupantes quando comparados aos da oxaminiquina. 

Além disso, não existem evidências de desencadeamento de lesões hepáticas ou em qualquer 

outro órgão (NEVES, 2006; BRASIL, 2010).  

A oxaminiquina, também possui via de administração oral, são recomendadas as doses 

de 15 mg/kg em adultos e de 20 mg/kg em crianças, sendo administradas de um única vez, 1 

hora após a refeição (NEVES, 2006; BRASIL 2010; MELO; COELHO, 2010). A substância 

quimioterápica utilizada neste fármaco é do grupo químico aminoalquitolueno, que através de 

efeitos anticolinérgicos inibe a síntese de ácidos nucleicos. Além dos efeitos carcinogênicos, 

acima citados, a oxaminiquina também promove alterações significativas no sistema nervoso 

central, como distúrbios comportamentais, tontura e alucinações entre outros (NEVES, 2006; 

BRASIL 2010). 

A distribuição dos medicamentos é gratuita e repassada para as Secretarias de Estado 

da Saúde (SES), pela Secretaria de Vigilância em Saúde, ficando disponível na rede de 

Atenção Básica a Saúde dos municípios ou nas unidades de referência para tratamento da 

esquistossomose e todos os pacientes com casos confirmados devem realizar tratamento 

quimioterápico (BRASIL, 2010). 
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2.5 Diagnóstico 
 

Os sinais e sintomas característicos da esquistossomose podem sugerir o seu 

diagnóstico clínico, juntamente com os dados epidemiológicos do paciente, como exemplo a 

procedência de áreas endêmicas, histórico de contato com coleções hídricas contaminadas e 

existência de casos na família. Porém, existe a necessidade de confirmação através de exames 

laboratoriais, já que a esquistossomose pode ser confundida com outras doenças (Figura 7) 

em função das diferentes manifestações que ocorrem durante a sua evolução (BRASIL, 2010).  

 

Figura 7 - Diagnóstico diferencial da esquistossomose mansônica em suas díspares fases evolutivas 

 
Fonte: Vitorino et a.l, (2012). 
Nota: O quadro mostra todas as doenças que possuem a sintomatologia clínica semelhante a morbidade em 
questão, dividindo as diversas doenças que cursam com o diagnóstico diferencial da esquistossomose por fases 
da mesma.  

 

Até o final dos anos 80 o diagnóstico da infecção por S. mansoni só era alcançado 

através da demonstração direta do parasita, em uma de suas formas evolutivas, nos tecidos ou 

excreções do hospedeiro (RABELLO, 1997). Como resultado aos esforços e avanços 
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tecnológicos das últimas décadas, algumas alternativas para o diagnóstico da esquistossomose 

foram desenvolvidas e os métodos laboratoriais utilizados atualmente podem ser classificados 

em dois tipos, métodos indiretos e diretos (Tabela 1). 

Os métodos indiretos baseiam-se em marcadores bioquímicos, imunológicos ou de 

imagem, cujas alterações morfológicas possam estar associadas à infecção pelo S. mansoni; já 

os métodos diretos fundamentam-se na detecção do parasito, de seus ovos, DNA, substâncias 

antigênicas ou de fragmentos celulares e são subclassificados em métodos parasitológicos, 

moleculares ou imunológicos (BRASIL, 2010). 

 

Quadro 1 – Classificação dos tipos de métodos utilizados para diagnóstico da esquistossomose. 

Métodos de diagnóstico 

Diretos Indiretos 

• Parasitológicos (Kato-Katz) 
• Imunológicos (pesquisa de antígenos) 
• Moleculares (PCR, LAMP) 

• Epidemiologia (dados clínicos do paciente) 

• Imunológicos (pesquisa de anticorpos) 

• Métodos de imagem (ultrassonografia) 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

2.5.1 Métodos de imagem 
 

Dentre os métodos de imagem, podemos destacar a ultrassonografia (US) como 

método mais utilizado por ser um método seguro, rápido, não invasivo, simples de ser 

realizado, por permitir a avaliação da extensão e evolução da doença, a avaliação do grau de 

fibrose periportal (FPP), além de auxiliar na classificação das fases da doença, possuir um 

baixo custo, não apresentar desvantagens como a irradiação e por possuir simples 

aplicabilidade em estudos de campo quando comparado a outros métodos de imagem 

(DOMINGUES, 2008). 

A OMS classifica os graus de fibrose de duas maneiras, uma graduação subjetiva e 

outra objetiva. Na subjetiva ocorre uma análise comparativa do fígado examinado com 

determinados padrões de comprometimento pela fibrose periportal (BURKE et al., 2009; 

SANTOS et al., 2007), estes padrões são obtidos pela classificação de Niamey (RICHTER et 

al., 2001), a qual considera seis padrões de fibrose periportal sendo: A (ausência de fibrose); 

B (duvidosa); C (periférica); D (central); E (avançada) e F (muito avançada) (SANTOS et al., 

2007). Na objetiva, o que ocorre é uma análise quantitativa na qual se mede a espessura da 

fibrose periportal. O espessamento fibroso periportal constitui alterações que permitem uma 

identificação da doença, sendo caracterizado na US como área de hiperecogenicidade 

periportal (BURKE et al, 2009; SANTOS et al., 2007). Apesar da ampla utilização da US no 

acompanhamento e classificação das formas clínicas da esquistossomose, esse método de 
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avaliação não pode ser utilizado no diagnóstico pois as alterações patognomônicas da FPP só 

surgem em caso mais avançados da doença, além disso, para a realização do método ainda 

existe necessidade de um examinador treinado (FATAAR et al, 1984; PINTO-SILVA et al, 

1994; RICHTER et al, 2001). 

 

2.5.2 Métodos parasitológicos 
  

As contribuições científicas do diagnóstico parasitológico da esquistossomose dos 

últimos 50 anos, no geral, não resultaram no desenvolvimento de novos métodos. Porém, têm 

contribuído bastante para uma melhora na compreensão das vantagens, limitações e da 

utilidade dos métodos disponíveis atualmente. Os métodos parasitológicos baseiam-se na 

detecção de ovos do parasito nas fezes ou nos tecidos do paciente, dentre estes métodos 

podemos destacar o esfregaço fecal Kato-Katz o qual tem sido amplamente estudado 

(ENGELS et al., 1997; KONGS et al., 2001; UTZINGER et al., 2001; BERHE et al., 2004; 

ENK et al., 2008; LIN et al., 2008).  

Tendo sua utilidade no controle da morbidade bem estabelecida, este método é 

considerado o padrão-ouro na esquistossomose mansônica sendo o método mais utilizado 

pelos programas de controle (GOMES et al., 2014). 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) recomenda a utilização desta técnica nos 

inquéritos epidemiológicos por ser um exame simples, rápido, de fácil execução, 

independente de grande infraestrutura laboratorial e por apresentar um baixo custo, 

aproximadamente U$ 2 por teste. Além disto, este teste é preciso quantitativamente, 

permitindo, a avaliação da eficácia do tratamento e a avaliação da intensidade de parasitismo 

pela contagem de ovos em quantidade padronizada de fezes expressa por ovos por grama de 

fezes (opg) (ALMEIDA, 2003; KATZ et al., 1972; KATZ &; GONÇALVES et al., 2005; 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 1985; SOUZA et al., 2007).  

Entretanto, resultados negativos em exames coprológicos não excluem a possibilidade 

de infecção, principalmente nos casos de pacientes com infecção leve ou em fase crônica e em 

áreas de baixa endemicidade onde a carga parasitária é muito pequena. Sendo assim, a 

prevalência da doença é subestimada nestes locais, tendo em vista a baixa sensibilidade desse 

método para detectar casos com pequeno número de ovos (DEVLAS; GRYSSELS, 1992; 

DOENHOFF et al., 2004; NOYA et al., 1999; RABELLO, 1997). Um aumento considerável 

da sensibilidade desta técnica pode ser obtido através do aumento no número de lâminas 

examinadas e/ou do tamanho da amostra, tornando a técnica mais eficaz nestes casos. 
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Contudo, esta abordagem limitaria as vantagens operacionais deste método em trabalhos de 

campo de grande escala (DEVLAS; GRYSSELS, 1992). 

A biópsia retal ou hepática são métodos auxiliares indicados em casos de exame 

parasitológico de fezes negativo ou em condições muito especiais, porém a biópsia hepática, 

para o diagnóstico exclusivo da esquistossomose, não é recomendada, sendo utilizada apenas 

em casos de diagnóstico diferencial ou quando há necessidade de conhecimento da histologia 

do fígado, visto tratar-se de um procedimento invasivo (MELO; COELHO, 2010; NEVES, 

2006; BRASIL 2010). O desenvolvimento de outras técnicas coproscópicas baseadas em 

sedimentação, centrifugação, flutuação e eclosão do miracídio, podem constituir uma 

alternativa a técnica de Kato Katz (GOMES et al., 2014). 

 

2.5.3 Métodos moleculares 
 

Na última década os métodos moleculares de diagnóstico para esquistossomose têm 

sido bastante estudados, com o desenvolvimento de inúmeras técnicas baseadas na detecção e 

amplificação do DNA genômico do S. mansoni. (PONTES et al., 2002, 2003; RABELLO et 

al., 2002; SANDOVAL et al., 2006).  

Dentre os métodos moleculares disponíveis, a reação em cadeia polimerase (PCR) é a 

técnica mais utilizada, possuindo muitas variações como LAMP (Loop mediated isothermal 

AMPlification), PCR (Polimerase Chain Reation) convencional, PCR-ELISA, Nested-PCR, 

qPCR (Real Time Polimerase Chain Reation) e RT-PCR (Reverse Transcriptase Polimerase 

Chain Reation) (REITHINGER; DUJARDIN, 2007). 

Através do desenvolvimento de diversificados estudos a PCR vem se tornando cada 

vez mais um método alternativo para o diagnóstico da esquistossomose, como já foi 

mostrado, está técnica pode utilizar na amplificação do DNA uma gama variada de amostras 

como: fezes (ESPÍRITO-SANTO et al., 2012); soro (TEN HOVE et al., 2008; HAGGAG; 

ABDULLAH, 2011); urina (SANDOVAL et al., 2006; ENK et al., 2012 apud CARNEIRO et 

al., 2013) e plasma sanguíneo (CARNEIRO et al., 2013). Além disso, estudos têm mostrado 

que através da PCR, é possível detectar infecções parasitárias precocemente quando 

comparados com outros métodos de diagnóstico, chegando a detectar o Schistosoma spp. no 

primeiro dia pós-infecção (KATO-HAYASHI et al., 2010; SULBARAN et al., 2010; 

GENTILE et al., 2011). 

Estudos também têm revelado que valores de sensibilidade e especificidade das 

técnicas de PCR, no geral, são satisfatórias, como demonstrado no estudo de Pontes et al. 

(2003), onde a técnica de PCR demonstrou uma sensibilidade de 96,7% e uma especificidade 
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de 88% quando aplicada em uma área endêmica do estado de Minas Gerais, tornando esta 

técnica 10 vezes mais sensível do que o esfregaço de Kato-Katz (PONTES et al., 2003; 

CARNEIRO et al., 2013; GOMES et al., 2014).  

 Entretanto, apesar dos resultados observados nos estudos acima mencionados, a PCR 

para diagnóstico da esquistomossomose, ainda não se encontra padronizada e seus valores de 

sensibilidade e especificidade são aquém do esperado para um método molecular (ENK, M. J. 

et al, 2012). Além disso, há a necessidade de uma infraestrutura laboratorial mais complexa 

com custo mais elevado e de profissionais capacitados para implementação e realização desta 

técnica, dificultando sua utilização em pequenos centros de saúde nas áreas endêmicas. 

 

2.5.4 Métodos imunológicos 
 

Métodos imunológicos de diagnóstico caracterizam-se pela detecção de antígenos do 

parasito ou pela detecção de anticorpos gerados através da resposta imunológica dos 

hospedeiros humanos contra estes antígenos (BRASIL, 2010). Visando a promoção de 

alternativas para o diagnóstico da esquistossomose, desde a década de 80 vários grupos de 

pesquisa esforçam-se na tentativa de desenvolver métodos de imunodiagnóstico que 

apresentem altas taxas de sensibilidade e especificidade (CARVALHO, G. B. F. et al 2011; 

DOENHOFF, 1982; GOMES et al., 2014; MOTT; DIXON, 1982; RABELLO, 1997; 

SMITHERS; MONTENEGRO, 1992; WU, 2002). 

Apesar do alto número de técnicas desenvolvidas, poucas têm alcançado as etapas de 

desenvolvimento e validação de teste em larga escala (GOMES et al., 2014), tendo nenhum 

dos métodos preenchido todos os requisitos para uma "técnica ideal" como ser rápido, de 

baixo custo, depender de pouca infraestrutura, ser de fácil realização no campo, usar reagente 

único e apresentar altos valores de sensibilidade e especificidade (RABELLO, 1997). Dentre 

as técnicas desenvolvidas, as mais utilizadas são o teste de imunofluorescência indireta (IFI), 

teste de hemaglutinação indireta (HAI), teste de reação intradérmica e ELISA (NEVES, 2006; 

GOMES et al., 2014). 

Apesar do teste de reação intradérmica permanecer positivo por muitos anos após a 

realização de tratamento quimioterápico eficaz, este, é um modelo de teste desenvolvido para 

o reconhecimento imediato de antígenos do verme adulto do gênero Schistosoma e foi 

amplamente utilizado em investigações e inquéritos epidemiológicos na China e Porto Rico 

(GOMES et al., 2014).  

Através de seções do Schistosoma adulto em IFI foi demonstrado que a fluorescência 

associada ao intestino pode ocorrer no 44º dia pós-infecção, estando associada com infecção 



33 
OLIVEIRA, S.A.V. 

esquistossomótica aguda. Este teste tem sido aplicado desde 1998 como ferramenta 

diagnóstica em inquéritos epidemiológicos de áreas de baixa endemicidade no Brasil. Em 

estudo comparativo realizado entre a IFI e o padrão ouro, demonstrou-se que a taxa de 

prevalência de uma população se elevava de 1,6% através do Kato-Katz, para 33,2% e 33,5% 

quando a triagem era realizada pelos métodos de IgG-IFI e IgM-IFI respectivamente  

(KANAMURA et al., 1979; GOMES et al., 2014). 

A aglutinação de hemácias liofilizadas revestidas com SEA é o princípio básico para a 

detecção de soros com anticorpos para a esquistossomose, realizada através da técnica HAI, 

um teste simples, que requer pouca infraestrutura e possui fácil realização em campo. Além 

destas vantagens esta técnica apresentou em estudos níveis de sensibilidade que giram em 

torno de 85%, porém sua aplicabilidade em estudos de grande escala é limitada por sua baixa 

especificidade, pelo tipo de eritrócito e antígeno, pela persistência de reações positivas após 

tratamento eficaz e pela variação de sua sensibilidade frente a taxas de prevalências 

diferentes. Devido a estas desvantagens esta técnica só pode ser recomendada como uma 

método auxiliar para o controle da doença (SORGHO et al., 2005; GOMES et al., 2014). 

Além de ser o teste mais utilizado para o diagnóstico sorológico da esquistossomose, o 

ELISA também é o teste mais versátil permitindo a utilização de diferentes antígenos e a 

detecção de diferentes classes de anticorpos (IgA, IgM e IgG). A detecção de anticorpos 

utilizando antígenos derivados do S. mansoni inicialmente era feita com extratos brutos do 

verme como o antígeno solúvel do ovo (SEA) e as proteínas solúveis de vermes adultos 

(SWAP). Porém, a baixa especificidade revelada por estudo iniciais com estes preparados 

antigênicos desencadeou o desenvolvimento de estudos para obtenção de novas preparações 

antigênicas e antígenos purificados, como a fração catiônica 6 (CEF6), o antígeno sorológico 

maior (MSA1), antígenos microssomais do verme adulto (MAMA) e o antígeno associado 

intestino, com a finalidade de desenvolver variações de ELISA mais específicos e que 

apresentassem menores taxas de reatividade cruzada (MOTT; DIXON, 1982).  

A primeira tentativa de desenvolver e padronizar ensaios diagnósticos baseados na 

determinação de anticorpos específicos foi feita por Mott e Dixon em 1982, num estudo 

comparativo utilizando uma plataforma ELISA com purificações proteicas diversas, como a 

CEF6 e MSA1, provenientes do extrato bruto do ovo (SEA). Neste estudo, o antígeno CEF6 

além de possuir a maior correlação com a taxa de excreção do ovo em comparação as outras 

preparações, este antígeno também demonstrou 91,7% de sensibilidade e uma especificidade 

de 90% (MOTT; DIXON, 1982). Desde então estudos com o CEF6 vem avaliando-o nas 
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áreas endêmicas de S. mansoni no Quênia, Arábia Saudita e Burkina Faso (DOENHOFF et 

al., 1993; GHANDOUR et al., 1997; SORGHO et al., 2005) 

O método direto de ELISA por captura utilizando anticorpos monoclonais foi um dos 

primeiros a ser usado para auxiliar no critério de cura, pois consegue detectar antígenos 

circulantes, caracterizando a doença ativa e eliminando o problema da baixa especificidade no 

diagnóstico através da dosagem de anticorpos (RABELLO, 1997).   

Atualmente, existem vários antígenos derivados do S. mansoni que foram encontrados 

na circulação, porém, somente alguns foram bem estudados, com é o caso do Antígeno 

Aniônico Circulante (AAC) e do Antígeno Catiônico Circulante (ACC), nomeados devido seu 

comportamento migratório na imunoeletroforese (BERGWERFF et al., 1994; VAN DAM et 

al., 1994). Num experimento testando a sensibilidade apresentada pelo ACC numa plataforma 

de ELISA, foi demonstrado que a taxa mais baixa detectável do antígeno no soro foi 

relacionada a uma excreção de no mínimo 10 ovos por grama de fezes (DE JONGE. et al, 

1988; DEELDER et al, 1989). Além disso, os antígenos circulantes de Schistosoma 

desaparecem rapidamente após um tratamento eficaz, podendo ser utilizado para avaliação de 

cura. Até o momento ensaios disponíveis utilizando CCA têm demonstrado uma 

confiabilidade moderada no diagnóstico da esquistossomose (EL-MORSHEDY et al., 1996; 

GOMES et al., 2014). 

Em geral, o diagnóstico imunológico é sensível e tem como principal utilidade o 

diagnóstico da esquistossomose com baixa carga parasitária, onde o exame microscópico 

ainda encontra-se negativo (GRYSEELS, 2012). Além disso, estes ensaios possuem uma 

elevada sensibilidade devido a uma taxa muito baixa de falso-positivos em zonas não 

endêmicas, e os níveis de antígenos circulantes geralmente correlacionam-se com o número 

de ovos excretados (VAN LIESHOUT, et al, 1995). 

Entretanto, mesmo possuindo uma boa sensibilidade, a especificidade de muitos dos 

métodos desenvolvidos não é satisfatória devido a reações cruzadas com outros helmintos, 

protozoários. Reações imunológicas utilizando extratos antigênicos brutos tendem a gerar 

uma baixa especificidade, prejudicando desta maneira a confirmação absoluta da infecção 

(CARVALHO, G. B. F. et al 2011; DOENHOFF, 1982; GOMES et al., 2014; MOTT; 

DIXON, 1982; RABELLO, 1997; SMITHERS; MONTENEGRO, 1992; WU, 2002)..  

Então, variações de ELISA que utilizem antígenos proteicos recombinantes e 

antígenos derivados de estudos proteômicos representam uma linha de pesquisa promissora 

no diagnóstico da esquistossomose, porém a grande maioria destes estudos encontra-se na 

fase experimental. Desta forma, a avaliação de novos antígenos com potencial de utilização 
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no diagnóstico sorológico da esquistossomose, pode ajudar a superar as limitações na 

utilização do ELISA para detecção de anticorpos (CARVALHO,  et al., 2011; GOMES et al., 

2014).  

 

2.6 Polipeptídeo Sm15 
 

O Sm15 é um polipeptídeo de aproximadamente 15 Kda que foi identificado 

originalmente por Abath et al., (1993) a partir do isolamento de dois cDNAs (A70 e A184) 

derivados de uma proteína precursora que possui 1032 aminoácidos, massa molecular de 

116,9 kDa e que apresenta em sua sequência repetições em tandem (Figura 8). Denominada 

‘major tegumental antigen SM15’ e cadastrada no banco de dados proteicos do NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) através do número de acesso - AAA03033.1. 

Esta proteína precursora está presente no sincício do Schistosoma, parte do tegumento que 

reveste o verme numa membrana proteica heptalaminar (7 camadas proteicas) (Figura 9).  

Segundo Abath et al.  (1994) o polipeptídeo Sm15 está presente em vermes adultos a 

partir da segunda semana de vida, porém o mesmo polipeptídeo não é encontrado em 

miracídios e no esquistossômulo. Além disso, o polipeptídeo Sm15 possui uma sequência de 

aminoácidos hidrofílica, entretanto o mesmo é purificado na fração em que se utiliza 

detergente triton x-114, o que sugere que o processamento da sua proteína precursora pode 

incluir algum tipo de modificação hidrofóbica como, por exemplo, ligação a lipídeos 

(ABATH et al., 1994). A localização ultraestrutural de Sm15, encontrada utilizando-se 

anticorpos, indica que esta proteína se encontra no sincício, mas não na membrana externa 

(ABATH et al., 1997) e a identificação por sequênciamento da região N-terminal da proteína 

indica que Sm15 se localiza entre os aminoácidos 362 e 497 de seu precursor 

(WERKHÄUSER, et al, 2000). Análises de bioinformática demonstraram que somente duas 

sequências disponíveis no GenBank apresentavam homologia com a sequência do Sm15, 

ambas de espécies do gênero Schistosoma. Tal fato indicou que esse polipeptídeo por ser tão 

específico pudesse apresentar menores taxas de reações cruzadas num teste sorológico. Além 

disso, em estudos prévios, o polipeptídeo Sm15 apresentou reatividade quando confrontado 

com soros de animais infectados com Schistosoma mansoni (comunicação pessoal), portanto, 

possuindo assim um grande potencial para abordagens imunoprofiláticas e para testes 

diagnósticos. 
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Figura 8 - Sequência da proteína precursora ‘major tegumental antigen SM15’ 

 

Fonte: Adaptado de WERKHÄUSER, et al, (2000). 
Nota: Figura demonstrando a sequência da proteína precursora ‘major tegumental antigen SM15’, evidenciando 
em negrito a sequência do polipeptídeo Sm15 e as repetições em tandem apresentada pela sua proteína 
precursora. 
 



37 
OLIVEIRA, S.A.V. 

Figura 9 - Representação diagramática do tegumento do verme Schistosoma mansoni 

 
Fonte: adaptado das anotações pessoais de WERKHÄUSER, R. P. 
Nota: A figura acima mostra o desenho esquemático do sincício evidenciando suas estruturas, CA-Corpos 
Alongados, CM-Corpos Membranosos, D-Depressões superficiais do tegumento, E-Espículas, LB-Lâmina 
Basal, M-Membrana externa heptalaminar, MC-Fibra Musculares Circulares, ML-Fibras Musculares 
Longitudinais, ST-Células subtegumentares ou “Cytons” e N-Núcleo.  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Esquistossomose mansônica é uma parasitose humana em expansão, sendo 

considerada endêmica em 54 países do mundo. No Brasil esta parasitose é encontrada em 18 

estados brasileiros e no Distrito Federal (GAZZINELLI et al., 2002) e estima-se que 4,6% da 

população esteja infectada, o que torna o Brasil o país da América do Sul com maior número 

de casos registrados da doença (DE SOUZA, et al., 2012). O Nordeste, além de ser a região 

brasileira com a maior mortalidade do país (FERREIRA; SILVA, 2007) é a região que 

apresenta o maior número de indivíduos infectados, (RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 

2005). Em Pernambuco, a área endêmica engloba 102 dos 186 municípios do estado 

(DOMINGUES; SILVA, 2011). Dada a importância da infecção esquistossomótica e as 

limitações apresentadas pelos métodos de diagnóstico utilizados atualmente, como a baixa 

eficácia do padrão ouro em zonas endêmicas, a baixa especificidade dos métodos sorológicos 

e a falta de métodos moleculares padronizados, justifica-se o desenvolvimento de novos 

métodos diagnósticos (DOENHOFF, M. J. et al, 2004; FATAAR et al, 1984; PINTO-SILVA 

et al, 1994; RICHTER et al, 2001). Além disso, a presença de antígenos derivados do S. 

mansoni na circulação sanguínea e nas excretas de hospedeiros e o grande potencial para 

abordagens diagnósticas do polipeptídeo Sm15, reforçam e encorajam o desenvolvimento do 

imunodiagnóstico na esquistossomose (ABATH et al., 1994). Portanto, acreditamos que a 

elucidação da reatividade do polipeptídeo em potencial (Sm15) em humanos é de extrema 

importância para o desenvolvimento de abordagens diagnósticas, criando assim, novas 

possibilidades para realização de triagens sorológicas em zonas endêmicas, para o diagnóstico 

precoce da doença e métodos não invasivos para diferenciação das formas clínicas aguda e 

crônicas da doença, a fim de melhorar o acompanhamento terapêutico e a qualidade de vida 

dos indivíduos infectados.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Geral 
 

Produzir o polipeptídeo recombinante Sm15 derivado do Schistosoma mansoni e 

verificar o seu potencial para o desenvolvimento de métodos baseados no diagnóstico 

imunológico. 

 

4.2 Específicos 
 

a) Obter o polipeptídio recombinante Sm15 em sistema de expressão procarioto (E. 

coli). 

b) Avaliar a reatividade do polipeptídio Sm15, frente aos soros de pacientes 

esquistossomóticos. 

c) Comparar dos ELISA utilizando os antígenos Sm15 e SEA, através valores de 

sensibilidade, especificidade, likelihood ratio e curva ROC. 

d) Correlacionar os níveis de reatividade do polipeptídeo Sm15 frente aos anticorpos 

presentes no soro de pacientes com as formas clínicas aguda e crônica 

esquistossomose. 
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 Desenho e população de estudo 
  

O desenho de estudo foi do tipo corte transversal com grupos de comparação interna. 

Pacientes com esquistossomose mansônica de ambos os sexos com idade superior a 18 anos 

foram selecionados por demanda espontânea no período de dezembro de 2013 à dezembro de 

2014 no ambulatório de Esquistossomose do Hospital das Clínicas (HC) da Universidade 

Federal de Pernambuco (UFPE), através da história epidemiológica, exame clínico, 

ultrassonografia abdominal e parasitológico de fezes. Os pacientes tiveram a confirmação da 

presença e grau da fibrose periportal através da ultrassonografia abdominal (classificação de 

Niamey) (RICHTER et al., 2001). Os pacientes foram divididos em 2 grupos de acordo com a 

classificação dos estágios clínicos da esquistossomose. O grupo 1, foi formado por pacientes 

esquistossomóticos que apresentavam a forma aguda(n=8). O grupo 2 foi constituído por 

pacientes que apresentaram a esquistossomose na forma clínica crônica(n=67). 

 

5.2 Método de Coleta de Amostra de Material Biológico 
 

Os pacientes que aceitaram participar do estudo, de forma voluntária, assinaram o 

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e tiveram 3 ml de seu sangue coletado, 

através de um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartável. A coleta de material 

biológico ocorreu em local apropriado, de acordo com as normas de biossegurança e o sangue 

coletado foi enviado para o Laboratório de Imunopatologia e Biologia Molecular (LIBM) do 

Departamento de Imunologia do CPqAM/FIOCRUZ, onde todos os procedimentos de 

preparação e estoque dos soros foram realizados.  

 

5.3 Obtenção dos vermes e extração do DNA 
 

Um total de 30 vermes da espécie S. mansoni, foram gentilmente cedidos por 

integrantes do grupo de pesquisa em inovações terapêuticas na esquistossomose, do 

Laboratório de Imunopatologia e Biologia Molecular (LIBM). Estes vermes foram macerados 

com nitrogênio líquido, utilizando cadinho e pistilo. Então, tiveram seu material genético 

extraído pelo método do “Trizol Reagent” (Invitrogen life technologies, USA) de acordo com 

as instruções do fabricante, após essa etapa a amostra foi armazenada à 4ºC. 
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5.4 Amplificação das sequências de DNA – PCR convencional 
 

Análises realizadas em bancos de dados de sequências de DNA indicam que não havia 

íntrons na sequência do gene da proteína precursora do Sm15. Portanto, a amplificação dos 

genes pode ser feita diretamente do DNA genômico. Para a amplificação do polipeptídeo 

Sm15 foi realizada uma reação com volume final de 25µL, contendo tampão da Platinum® 

pfx DNA polymerase 1x (Invitrogen Life Technologies), 1mM de MgSO4, 300uM de cada 

dNTP, 8µM de cada primer (Sm15F e Sm15R) e 0,03 unidades de Platinum® pfx DNA 

polymerase (Invitrogen Life Technologies) e 30ng de cDNA. Como controle negativo, foram 

utilizados os reagentes sem adição de DNA: 

 

Tabela 2 - Mistura para PCR convencional do polipeptídio Sm15, destacando as diferenças entre a utilização 
para os diferentes tipos de enzimas polimerase Platinum Pfx e Taq Platinum respectivamente 

Mix - Sm15 
H2Odd 15,1 µL 

Buffer (10x) - sem cofator 2,5 µL 

DNTP’s 0,8 µL 

MgSO4/MgCl2 0,5 µL 

Sm15f 0,8 µL 

Sm15r 0,8 µL 

Taq Platinum Pfx/Taq Platinum 0,5 µL 

DNA 4,0 µL 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 
O termociclador utilizado foi o “Mastercycler gradient” (EPPENDORFF), e a reação 

step down foi realizada de acordo com o seguinte programa: 

 
a) Desnaturação inicial à 95°C por 5 minutos; 

   Desnaturação: 95°C por 30 segundos 
b) 05 ciclos : Anelamento: 60°C por 30 segundos 

   Extensão: 68/72°C por 60 segundos 
   Desnaturação: 95°C por 30 segundos 

c) 05 ciclos : Anelamento: 58°C por 30 segundos 
   Extensão: 68/72°C por 60 segundos 

   Desnaturação: 95°C por 30 segundos 
d) 20 ciclos : Anelamento: 56°C por 30 segundos 

   Extensão: 68/72°C por 60 segundos 

e) Extensão final à 68/72ºC por 5 minutos. 
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A detecção do produto da PCR foi feita através de corrida eletroforética em gel de 

agarose a 1%, posteriormente corado com brometo de etídio. O tampão de corrida utilizado 

foi o TAE 1x (Tris-base 0,4M, EDTA 20mM, acetato de sódio 0,13M, pH 8,0). 

 

5.5 Clonagens 
 

O processo de clonagem foi realizado em duas etapas. Na primeira, etapa o fragmento 

de DNA codificante da Sm15 foi clonado utilizando o kit “pGEM-T Vector System”, o DNA 

plasmidial obtido foi inserido nas bactérias Escherichia coli DH10B por eletroporação e as 

cepas foram selecionadas em meio LB ágar com 100µg/mL de ampicilina. Os clones positivos 

foram selecionados pela PCR das colônias crescidas em meio LB ágar e os clones de interesse 

foram cultivados em meio LB liquido, então a extração do DNA plasmidial foi realizada 

através da técnica de extração de DNA em pequena escala descrita em Sambrook et al.  

(1989). Os clones positivos obtidos foram analisados por amplificação através de PCR de 

colônia e por sequenciamento da DNA. 

 

5.6 Sequenciamento de DNA 
 

As construções plasmidiais obtidas foram submetidas ao sequenciamento de DNA no  

Núcleo de Plataformas Tecnológicas (NPT) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 

FIOCRUZ-PE (CPqAM/FIOCRUZ-PE), utilizando o sequenciador ABI 3100 genetic 

analyzer (Applied biosystems). Os resultados foram analisados utilizando os programas 

‘SeqMan’, ‘MegAlign’ e ‘EditSeq’ do “DNA Star” (Lasergene) e o programa “Chromas Lite 

V2.01”. 

 
5.7 Extração do inserto e subclonagem em plasmídeo de expressão 
 

A extração do inserto do plasmídeo pGEMTEasy foi realizada através de uma digestão 

dupla com as enzimas de restrição NdeI e EcoRI (New England Biolabs), cujos sítios por 

serem colocados na sequência dos primers Sm15F e Sm15R se encontravam flanqueando o 

inserto. A reação de extração foi realizada com base nas informações fornecidas pelo 

programa “Double Digest Finder”, o tampão de escolha foi NEBuffer 3.1. O inserto obtido foi 

ligado com a T4 DNA Ligase aos vetores de expressão pRSETa e pTYB21 e em seguida 
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foram inseridos em bactérias E. coli DH10B por eletroporação. Os clones positivos obtidos 

foram analisados pela digestão com enzimas de restrição e por sequenciamento da DNA.  

 

5.8 Expressão e purificação do polipeptídeo 
 

Para a expressão dos polipeptídeos, os plasmídeos purificados contendo os genes de 

interesse foram inseridos em bactérias E. coli da linhagem BL21 Star™ por eletroporação. O 

cultivo foi realizado no volume 500mL de meio LB com ampicilina (100 µL/mL), até que o 

meio atingisse uma densidade ótica de no mínimo 0,6 (595nm). O isopropil tio-β-D-

galactosídeo (IPTG) na concentração final de 1 mM foi utilizado na indução da expressão dos 

polipeptídeos durante 4 horas. 

Após a indução da expressão os 500mL de cultura foram centrifugados a 15000 rcf por 

10 min, e o sedimento solubilizado em 30mL tampão fosfato 1x com imidazol a 30mM.  Em 

seguida, as células foram sonicadas a uma amplitude de 50% por 4 tempos de 30 seg com 

intervalos de 30 seg no gelo. Fizemos uma nova centrifugação a 15000 rcf por 10 min e a 

fração solúvel foi utilizada na purificação. 

As purificações foram feitas através de cromatografia de afinidade por imobilização 

dos íons metálicos utilizando-se uma coluna de níquel 1mL, HisTrap kit (GE Healtcare Life 

Sciences) para purificação dos polipeptídeos com cauda de histidinas. Para purificação das 

proteínas quiméricas fundidas com inteína, a purificação foi realizada por imobilização em 

resina de quitina utilizando-se o kit IMPACT (New England Biolabs), para ambos os 

protocolos seguiram as instruções dos respectivos fabricantes. A visualização dos produtos da 

purificação foi feita através de gel de SDS – PAGE com poliacrilamida a 15%. 

 

5.9 Sequênciamento dos polipeptídeos Sm15 recombinantes 
 

Alíquotas dos polipeptídeos recombinantes ‘Sm15.pTYB21’ (Sm15i) e 

‘Sm15.pRSETA’ (6His-Sm15) foram submetidas ao sequênciamento de proteínas na 

plataforma de espectrometria de massas do Instituto Carlos Chagas, FIOCRUZ-PR 

(ICC/FIOCRUZ-PR), utilizando o espectrômetro de massas LTQ Orbitrap XL™ Hybrid Ion 

Trap (Thermo Scientific). As amostra proteicas purificadas foram fracionadas em gel de 

poliacrilamida a 15% (Figura 26) e posteriormente tiveram suas bandas excisadas do gel e 

estocadas em água ultrapura. Então, as amostras foram enviadas a plataforma de 

espectrometria de massas do ICC em temperatura ambiente. Após algumas etapas de lavagem 

e tratamento do gel foi adicionada a tripsina, para que a proteína recombinante pudesse ser 
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digerida em vários polipeptídeos. Em seguida estes polipeptídeos foram retirados de gel e 

transferidos para um tampão onde o processo de purificação continuou por mais algumas 

etapas e, por fim, os polipeptídeos foram colocados no espectrofotômetro para análise. Os 

resultados, em forma de sequência peptídica, foram utilizados em uma pesquisa por 

sequências homólogas contra o banco de dados do UniProt.  

 

5.10 Reatividade do polipeptídeo Sm15 por ELISA in house 
 

As placas foram sensibilizadas por adsorção física, durante a noite, utilizando 250 ng 

dos fragmentos peptídicos Sm15 diluídos em solução tamponada de carbonato-biocarbonato 

(0,02 M Na2CO3; 0,03M NaHCO3; pH 9,6) no volume final de 50µL/poço. A quantidade de 

proteína foi definida nas etapas de padronização. Os poços das placas sensibilizadas foram 

lavados quatro vezes com PBS (pH 7,2) Tween-20 0,5% (PBST). O bloqueio das placas foi 

feito com leite a 5% diluído em PBST por 1 hora a 37ºC. A placa foi lavada quatro vezes com 

PBST. Em cada poço sensibilizado foi adicionado 100µL dos soros de pacientes diluídos 

numa proporção de 1:200 em PBST, incubando-se 1 horas a 37ºC. Após quatro lavagens com 

PBST adicionamos 100µL do conjugado anti-IgG humana-peroxidase diluídos na proporção 

de 1:2000 de em PBST. Após incubação por 1 horas a 37ºC e quatro lavagens com PBST, foi 

adicionado em cada poço 100µL da solução cromógena ABTS (2,2-azino-de [sulfato(6) de 3-

etil benzitiazolina]). Nesta etapa a incubação foi à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O 

controle negativo consistiu de pacientes sabidamente não esquistossomóticos. A reatividade 

foi avaliada espectrofotometricamente através de leitura da densidade óptica em comprimento 

de onda de 405 nm. As leituras e os cálculos das concentrações referentes às dosagens foram 

realizados com o software SkanIt for Multiskan FC 3.1 (Thermo-scientific). Para comparar o 

desempenho do ELISA-Sm15, foi realizado um ELISA utilizando SEA, descrito previamente 

pelo nosso grupo (BECK et al., 2008). 

 

5.11 Analise estatística 
 

Os resultados foram obtidos utilizando-se os softwares Excel v. 2010, GraphPad 

Prisma v. 5.0, MedCalc v14.8.1.0, R (http://www.R-project.org/) e as conclusões tomadas 

com o máximo de confiabilidade, ao nível de significância estatística de 5%.  A apresentação 

das variáveis mensuradas foi realizada através de tabelas e gráficos apresentando média 

aritmética, desvio padrão ou erro padrão da média. As variáveis foram testadas quanto às 

suposições de normalidade e homogeneidade através dos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, 
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respectivamente. Observando o pressuposto de normalidade foi utilizado o teste T-Student 

para testar as diferenças de médias, caso contrário, foi utilizado o teste de Mann-Whitney 

quando observando a independência dos dados e o teste de Wilcox quando não, testando assim 

a diferença de medianas. Também foi utilizada a ANOVA para testar as diferenças entre os 

grupos (média), e como post hoc o teste de Tukey. Para avaliar o desempenho dos ELISA 

utilizando como antígenos o polipeptídio Sm15 e SEA, os parâmetros de sensibilidade, 

especificidade, likelihood ratio e a curva ROC (Receiver Operating characteristic) foram 

determinados.  

 

5.12 Aspectos éticos 
 

Todos os pacientes envolvidos neste estudo tiveram participação voluntária, após 

leitura e assinatura do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE” (Apêndice A), 

segundo a resolução CNS 196/96, vigente na época do início do estudo. Dados dos 

prontuários desses pacientes, e resultados de exames como ultrassonografia foram coletados e 

armazenados em formulário de pesquisa específico (Apêndice B). Todos os indivíduos 

envolvidos neste estudo tiveram 3 ml de seu sangue coletado em tubo seco, através de um 

sistema adaptado com uma agulha, estéril e descartável para a posterior análise dos níveis de 

anticorpo específico para a proteína Sm15. O procedimento de coleta de sangue periférico 

ocorreu em local apropriado, de acordo com as normas de biossegurança e todo material 

utilizado foi descartável. A conduta de inclusão dos mesmos e os protocolos experimentais 

foram submetidos, e aprovados pelo Comitê de Ética do Centro de Pesquisas Aggeu 

Magalhães/FIOCRUZ (CPqAM/FIOCRUZ) com anuência do Hospital das Hospital das 

Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE) (Anexo A). 
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6 RESULTADOS 

 
6.1 Amplificação e clonagem da sequência codificante para o polipeptídeo Sm15 
 

Para amplificação do polipeptídeo Sm15, foram desenhados dois primers, Sm15F e 

Sm15R, que se anelam a sequência do gene GSM70 (número de acesso, L07513.1). Este gene 

codifica uma proteína de 1032 aminoácidos que após processada dá origem a Sm15. O primer 

Sm15F anela em apenas um sítio na sequência (Figura 10), enquanto o anelamento do primer 

Sm15R ocorre em pelo menos quatro posições diferentes (Figura 10) devido a presença de 

regiões repetitivas. A amplificação do fragmento gênico utilizando esses primers apresentou 

pelo menos três bandas quando utilizadas amostras de vermes adultos provenientes de duas 

extrações de DNA diferentes (Figura 11). As bandas apresentadas no gel têm tamanhos que 

estão de acordo com o esperado em relação aos sítios de anelamento do primer Sm15R. 

Porém, neste estudo o fragmento de 408pb foi o escolhido para trabalho (Figura 11), sendo o 

mesmo purificado, por excisão do gel (Figura 12), e clonado no plasmídeo pGEMTEasy. 

 

Figura 10 - Sequência do gene GSM70 codificante para o polipeptídeo Sm15 

  
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: A imagem demonstra a sequência parcial de gene GSM70 (entre às bases 1084 e 2237), evidenciando as 
posições de possível anelamento dos primers. A sequência amarela corresponde a única posição onde o primer 
Sm15F pode se anelar e as sequências em verde correspondem as posições, presentes em cada sequência 
repetitiva em tandem, onde o primer Sm15R pode se anelar.  
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Figura 11 - Amplificação do fragmento gênico correspondente a Sm15 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio demonstrando os fragmentos de DNA 
codificantes para o polipeptídeo Sm15 amplificados por PCR. Evidenciando em vermelho as bandas escolhidas 
de tamnanho aproximado 408 pb. 1 – Padrão de peso molecular; 2 – Controle negativo; 3 e 5 – Amplificação do 
Sm15 com DNA extraído de vermes adultos utilizando a mesma metodologia mas em momento diferentes, 
mostrando a presença de três bandas de tamanhos diferentes, com aproximadamente 408, 657 e 906 pb, 
correspondentes a amplificação da região repetitiva do gene GSM70; 4 – Amostra onde a amplificação não foi 
realizada com sucesso. 

 

Figura 12 - Purificação do fragmento Sm15.408 amplificado do gene GSM70  

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio demonstrando a purificação do 
produto amplificado do polipeptídeo Sm15, contendo aproximadamente 408 pb. 1 – Padrão de peso molecular;   
2 – Controle negativo; 3 – Fragmento de 408 pb codificante para o polipeptídeo Sm15 purificado. 
  

  1      2      3 

400pb 

400pb 
Sm15 

   1Kb 
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6.2 Seleção de clones positivos por PCR de colônia 
 

Após o processo de clonagem no vetor pGEM-T easy, seis colônias bacterianas foram 

selecionadas e submetidas à PCR. Nesta reação, a amostra genética é constituída de um clone 

bacteriano retirado da placa de clonagem, diferenciando-se da PCR convencional onde se usa 

DNA extraído da amostra. Das seis colônias testadas, apenas duas apresentaram a 

amplificação de 400 pb que indica a presença do inserto (Figura 13) 

 

Figura 13 - Confirmação de clonagem através da amplificação do fragmento gênico Sm15 de colônias 
bacterianas 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio demonstrando o produto amplificado 
do polipeptídeo Sm15 apartir das colônias bacterianas. 1 – Padrão de peso molecular; 2 – Controle negativo;    
4,8 – Colônias positivas para o inserto 3, 5, 6, 7 – Colônias negativas para o inserto. 
 

6.3 Sequênciamento 
 

Após a PCR de colônia, o DNA plasmidial foi extraído e submetido ao 

sequenciamento para confirmação da clonagem. A sequência obtida possui uma identidade de 

99,5% quando alinhada a sequência de Sm15 presente no gene GSM70 (número de acesso 

L07513.1) (Figura 14) 

 

Figura 14 - Alinhamento dos fragmentos gênicos Sm15 (NCBI) e do Sm15 obtido na construção ‘Sm15.pGEM-

T Easy’ 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Alinhamento gerado entre as sequências genéticas provenientes do sequênciamento de clones positivos 
para o inserto Sm15.408 em pGEMTEasy e o gene GSM70 (número de acesso Lo7513.1) através do método de 
alinhamento clustal W da ferramenta MegAlign, evidenciando com as setas azuis as mutações de única base 
identificadas por nossa análise. 

  1    2   3    4    5    6    7     8 

400pb 
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A divergência entre as sequências de Sm15 clonadas neste trabalho e a depositadas no 

bancos de dados de nucleotídeos do NCBI ocorrem devido a presença de duas mutações 

(Figura 14). Porém, devido à degeneração do código genético, elas não alteraram os 

aminoácidos, quando a sequência de DNA foi traduzida in silico (Figura 15), demonstrando 

que as mesmas se configuram como mutações silenciosas e por consequência não causaram 

mutação de sentido trocado no polipeptídeo obtido em etapas posteriores. 

 
Figura 15 - Alinhamento proteico do gene GSM70 (NCBI) e ‘Sm15.pGEM-T Easy’ traduzidos in silico 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Alinhamento gerado entre as sequência genéticas traduzidas in silico, provenientes do sequênciamento de 
clones positivos para o inserto Sm15.408 em pGEMTEasy e o gene GSM70 (número de acesso Lo7513.1) de 
clustal W da ferramenta MegAlign, evidenciando a região do histograma em vermelho que mostra não haver 
nenhuma troca de aminoácido mesmo com as mutações apresentadas pela sequência genética do inserto, 
caracterizando assim uma mutação silenciosa. 

 

Após a confirmação, realizamos um BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

realizado entre a sequência do inserto Sm15.408 e a base de dados nr/nt (nucleotídeos não 

redundantes) do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Como resultado 

encontramos homologia com duas sequências, ambas apresentaram 99% de identidade com a 

nosso ‘query’ (Figura 16), diferindo somente em 2 nucleotídeos com o mesmo (Figura 17).  

 

Figura 16 - Histograma representativo dos ‘matches’ obtidos pelo BLAST 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Histograma gerado pelo software BLAST do NCBI que evidencia, através das barras, os principais 
‘matches’ encontrados para a nossa sequência e ainda os classifica através de um ‘score’ criado pelo programa, 
neste caso os únicos dois ‘matches’ encontrados para nossa sequência apresentam o ‘score’ máximo 
caracterizado pela cor vermelha das barras. 
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Figura 17 - Características das sequências que geraram ‘matches’ no BLAST 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Tabela gerada pelo software BLAST do NCBI que nos mostra as principais informações do alinhamento, 
como o nome da sequência que apresentou ‘match’, o grau de identidade entra as sequências (quadrado 
vermelho) e a probabilidade do ‘match’ encontrado, ser ao acaso. 

 

6.4 Subclonagem em vetor de expressão proteica 
 
Nos desenhos de construções para expressão em E. coli, foram utilizados dois 

plasmídeos: pRSETa e pTYB21. Esses plasmídeos juntamente com a construção 

‘Sm15.pGEMTEasy’ foram digeridos com as enzimas NdeI e EcoRI. A digestão de 

‘Sm15.pGEMTEasy’ relevou a presença de duas bandas, uma relativa ao pGEM-T Easy de 

tamanho aproximado de 3000pb e a segunda ao fragmento que codifica Sm15 de 400pb 

(Figura 18, canaletas 5 e 7). O fragmento de 400pb e os plasmídeos pRSETa e pTYB21 

digeridos foram purificados e utilizados para a realização das duas construções utilizado a ‘T4 

DNA Ligase’. Após isso, foram inseridos na bactérias E. coli DH5-α por eletroporação. 

Cinco colônias foram selecionadas para se verificar a clonagem no plasmídeo 

pTYB21, o DNA plasmidial foi extraído e foram feitas duas digestões: uma simples com a 

enzima HindIII  e uma dupla com o par NdeI e EcoRI. Na digestão com HindIII , há dois sítios 

de restrição: um no plasmídeo e um segundo no inseto. Dessa forma, caso não haja inserto, 

haverá apenas uma banda referente ao plasmídeo de aproximadamente 7500pb. Se houver 

inserto, a digestão produzira duas bandas: uma de cerca de 1800pb e outra de 6100pb. O 

produto da digestão do DNA plasmidial das cinco colônias testadas revelou a presença de 

duas bandas (Figura 19, canaletas 3, 4, 5, 6 e 7). Para digestão dupla com NdeI e EcoRI, a 

digestão teórica dos plasmídeos contendo o inserto revelam a presença do plasmídeo de 7500 

pb e do inserto de 400pb enquanto que plasmídeos vazio digeridos possuem apenas uma 

banda de 7500pb. Das cinco amostras de DNA plamidial testadas, quatro apresentaram a 

digestão de duas bandas condizente com a presença do inserto (Figura 19, canaletas 9, 10, 11 

e 13). Em uma das amostras, houve alguma falha na digestão (Figura 19, canaleta 8). 
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Amostras de DNA plasmidial foram extraídas de três colônias possivelmente positivas 

para a clonagem de Sm15 em pRSETa. As amostras for

digestão teórica para os clones positivos possui uma banda referente ao plasmídeo de cerca de 

5700pb e uma banda referente ao inserto de 400pb. Apenas um dos três clones apresentou 

esse padrão (Figura 20). Os outros dois cl

digestão do pRSETa vazio que é apenas uma banda de 5700pb (

 

Figura 18 - Digestão dupla com as enzimas 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Eletroforese em gel de agarose a 1%
construção Sm15+pGEM-T. 1 – 
forma circular; 5, 7 – Plasmídeo 

 

Figura 19 - Esquemas de digestão para certificação de clonagem

Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Eletroforese em gel de agarose a 1% 
digestão para certificação da clonagem em vetor de expressão pTYB21.
3, 4, 5, 6 e 7 – Digestões realizadas com a enzima ‘Hind III’, mostrando a banda liberada com  tamanho esperado 
de aproximadamente 1500 pb; 8, 9, 10, 11 e 13 
evidenciando a banda de tamanho aproximado de 408
Sm15. 

1      2      3 

1500pb 

 

400pb 

Amostras de DNA plasmidial foram extraídas de três colônias possivelmente positivas 

para a clonagem de Sm15 em pRSETa. As amostras foram digeridas com 

digestão teórica para os clones positivos possui uma banda referente ao plasmídeo de cerca de 

5700pb e uma banda referente ao inserto de 400pb. Apenas um dos três clones apresentou 

). Os outros dois clones apresentaram a digestão compatível com a 

digestão do pRSETa vazio que é apenas uma banda de 5700pb (Figura 20

com as enzimas NdeI e EcoRI 

Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio demonstrando a digestão 
 Padrão de peso molecular; 2, 3 – Brancos; 4,6 – Construção Sm15+pGEM

Plasmídeo pGEM-T e inserto Sm15 digeridos, banda liberada. 

Esquemas de digestão para certificação de clonagem da construção ‘Sm15.pTYB21’

Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio demonstrando os esquemas de 
digestão para certificação da clonagem em vetor de expressão pTYB21. 1, 2 e 12 – Padrões de peso molecular; 

Digestões realizadas com a enzima ‘Hind III’, mostrando a banda liberada com  tamanho esperado 
de aproximadamente 1500 pb; 8, 9, 10, 11 e 13 – Digestões realizadas com as enzimas ‘Nde I’ e ‘EcoRI’, 

nda de tamanho aproximado de 408 pb correspondente a região codificadora da proteína 
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Figura 20 - Esquema de digestão para certificação de clonagem da construção ‘Sm15.pRSETA’ 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio demonstrando a certificação da 
clonagem em vetor de expressão pRSETA. 1 – Padrão de peso molecular; 2 – Digestões realizadas com as 
enzimas ‘Nde I’ e ‘EcoRI’, evidenciando a banda de tamanho aproximado de 408 pb correspondente a região 
codificadora da proteína Sm15 (vermelho); 3 e 4 – Clones negativos para clonagem. 

 

Além da digestão, amostras do DNA plasmidial de todos os clones positivos foram 

sequenciadas e confirmadas fragmentos de DNA codificante da proteína Sm15, previamente 

obtidos na construção ‘Sm15.pGEM-T Easy’ inclusive com a mesmas mutações silenciosas 

presentes anteriormente (Figuras 14 e 15). 

 

6.5 Expressão e indução proteica 
 

Inicialmente foi realizada uma indução em pequena escala da proteína recombinante 

Sm15i para que pudéssemos padronizar e aperfeiçoar o processo de indução final, em larga 

escala. . Nesta indução, foi avaliada a expressão da proteína Sm15i em fusão com a proteína 

inteína a partir da inoculação de diferentes clones bacterianos contendo o plasmídeo 

Sm15.pTYB21 num volume de 20 mL de meio LB contendo ampicilina.  A proteína 

correspondente ao polipeptídeo Sm15.408 fusionado a proteína quimérica ‘inteína.CDB’ teve 

massa molecular predita em 74.3 kDA, no entanto os polipeptídeos expressos apresentaram 

um tamanho próximos a 97Kda (Figura 21). 

 

1             2            3             4       

400pb 
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Figura 21 - Padronização para indução da proteína recombinante Sm15i 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os resultados da mini-indução realizada para aperfeiçoamento 
e padronização da indução em larga escala. 1 – Padrão de peso molecular (LMW); 2 – Controle Negativo (IPTG 
+), evidenciando em vermelho a inteína.CDB com tamanho aproximado de 55 Kda; 3 – Controle Negativo 
(IPTG -); 4 – Controle positivo (IPTG +), evidenciando a proteína ‘LmG3CT’; 5 – Controle positivo (IPTG -);  
6, 8, 10 e 12 – Proteínas recombinantes Sm15.408+inteína.CDB, com tamanho aproximado de 90 Kda (IPTG +); 
7, 9, 11 e 13 – Proteínas resultantes de vazamento do plasmídeo (IPTG -). 

 

Em seguida, iniciamos a produção da proteína recombinante em larga escala utilizando 

a colônias bacterianas que apresentaram melhores resultados. Então, realizamos a indução em 

expressão em 500 mL do meio de cultura LB suplementado de ampicilina e após o processo 

de indução pudemos observar que a proteína recombinante Sm15i foi produzida no tamanho 

previamente observado (Figura 22). 

Em paralelo, as etapas de indução do polipetídeo recombinante 6His-Sm15 a partir da 

construção Sm15.pRSETA. Porém, em gel de poliacrilamida a 15 e a 20 % não conseguíamos 

identificar a indução da proteína na massa molecular predita de 19.7 kDA dos clones 

bacterianos contendo o plasmídeo Sm.15pRSETA quando comparados ao controle utilizado, 

que consistiu de um clone transformado somente com o plasmídeo pRSETA (Figura 23). 
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Figura 22 - Produção em larga e

Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os resultados indução em larga escala
Sm15i. 1, 8 – padrão de peso molecular (LMW); 2 
Proteína em T0 (tempo zero); 4 –
Proteína em T3 (3ª hora pós IPTG); 7 

 

Figura 23 - Produção em larga escala da proteína re

Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os resultados indução em 
quimérica 6His-Sm15, evidenciando onde esperávamos as bandas (linha vermelha)
molecular (LMW); 2 e 4 – Clones com a p
6His-Sm15 e IPTG positivo; 6 – 
 

 

  1        

30Kda 

Produção em larga escala da proteína recombinante Sm15i 

Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os resultados indução em larga escala
padrão de peso molecular (LMW); 2 – Controle negativo da indução, sem IPTG; 

– Proteína em T1 (1ª hora pós IPTG); 5 – Proteína em T
(3ª hora pós IPTG); 7 – Proteína em T4 (4ª hora pós IPTG). 

Produção em larga escala da proteína recombinante 6His-Sm15 

 

Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os resultados indução em pequena
, evidenciando onde esperávamos as bandas (linha vermelha)

Clones com a proteína 6His-Sm15 e IPTG negativo; 3 e 5 
 Controle negativo de indução, clone com o pRSETA.
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Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os resultados indução em larga escala da proteína quimérica 
Controle negativo da indução, sem IPTG;           3 – 

Proteína em T2 (2ª hora pós IPTG); 6 – 

pequena escala da proteína 
, evidenciando onde esperávamos as bandas (linha vermelha). 1 – padrão de peso 

e 5 – Clones com a proteína 
Controle negativo de indução, clone com o pRSETA. 

 

97Kda 

2         3        4         5         6         7        8 
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6.6 Purificação proteica 
 

A purificação da proteína Sm15i foi realizada utilizando o kit IMPACT (New England 

Biolabs), desenvolvido especificamente para purificar proteínas a partir de construções no 

vetor expressão pTYB21. Este vetor expressa juntamente com a proteína de interesse uma 

proteína quimérica, que consiste da inteína adicionada de um domínio de ligação à quitina 

(CBD). Então, no processo de purificação as amostras são ligadas a uma resina de quitina pelo 

CBD e são submetidas a processos seriados de lavagem. Após as lavagens, com auxílio de um 

agente redutor a atividade de auto clivagem da inteína é ativada liberando então a proteína de 

Sm15i para eluição, esta proteína apresentou massa molecular aproximadamente de 30 kDA, 

apresar da Sm15i não ser a única banda encontrada após a purificação, ela é a proteína 

majoritária e após a realização da diluição para a etapa de avaliação por ELISA, as bandas 

minoritárias estarão diluídas ao ponto de não interferirem nas reações (Figura 24). 

Apesar de não termos visualizado o polipeptídeo recombinante 6His-Sm15 realizamos 

sua purificação, a partir da indução em larga escala do mesmo, utilizando o HisTrap kit (GE 

Healtcare Life Sciences) desenvolvido para a purificação de polipeptídeos com cauda de 

histidinas, como os polipeptídeos obtidos pelo vetor pRSETA. O processo de purificação 

deste kit baseia-se em cromatografia de afinidade por imobilização dos íons metálicos 

utilizando uma coluna de níquel. Após algumas etapas de lavagens com tampão específico, 

utilizamos uma substância quelante, para competir com a proteína recombinante pelos íons 

metálicos e desta maneira eluímos a proteína recombinante que também apresentou massa 

molecular aproximada a banda de 30 kDA do peso molecular (Figura 25). Após os processos 

de purificação, obtivemos rendimentos aproximados de 1,5 mg e 2,75 mg de proteína 

recombinante para a 6His-Sm15 e Sm15i respectivamente. 
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Figura 24 - Purificação da proteína recombinante Sm15i através do sistema IMPACT 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os resultados da purificação da proteína quimérica 
‘Sm15.pTYB21+inteínaCBD’, evidenciando em vermelho a proteína recombinante ‘Sm15.pTYB21’. 1 – 
Alíquota pré-purificação; 2 – Resina após 20 horas de incubação com agente redutor; 3 – Tampão de eluição 
após 20 horas de incubação com agente redutor; 4 – Resina após 40 horas de incubação com agente redutor; 5 – 
Tampão de eluição após 40 horas de incubação com agente redutor; 6 – Padrão de peso molecular.  

 

Figura 25 - Comparação de peso molecular entre Sm15i e 6His-Sm15 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% demonstrando as purificações das proteínas recombinantes 
Sm15i  e ‘Sm15.pRSETA’,. 1 – Padrão de peso molecular (LMW); 2 e 3 – ‘Sm15.pTYB21’; 3 e 4 – 
‘Sm15.pRSETA’. 
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6.7 Sequenciamento das proteínas recombinantes obtidas 
 

Após o processo de purificação dos polipeptídeos Sm15i e His-Sm15, constatamos que 

as proteínas recombinantes não apresentavam a massa molecular predita de de 15.9 kDA 

(pós-clivagem) e 19.7kDA respectivamente. Entretanto, elas apresentavam tamanhos 

superiores a 30 kDA (Sm15i) e inferior a 30 kDA (His-Sm15). Para confirmar que estas 

proteínas de fato se tratavam de duas diferentes Sm15 recombinantes que migraram 

diferentemente do tamanho predito, duas alíquotas de cada purificação foram submetidas ao 

sequenciamento de proteínas na plataforma de espectrometria de massas do Instituto Carlos 

Chagas, FIOCRUZ-PR (ICC/FIOCRUZ-PR). O sequenciamento demonstrou que as duas 

diferentes proteínas eram as proteínas Sm15, através da análise da busca de sequencias 

similares no banco de dados UniProt. Estas análises também indicaram que os polipeptídeos 

expressos além de estarem localizados na posição correta da proteína precursora, entre os 

aminoácidos 362 e 497, o mesmo não apresentou nenhuma diferença em relação à sequência 

proteica original (Figura 26). 

 

Figura 26 – Localização do polipeptídeo Sm15.408 na proteína precursora 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: A) Desenho esquemático da localização do polipeptídeo Sm15.408 na proteína precursora. B) 
Alinhamento de sequência entre a proteína AAA03033.1 e o resultado do sequênciamento proteico, 
demonstrando  a integridade do polipeptídeo obtido e confirmando seu início e fim (setas azuis). 
 

6.8 População de estudo 
 

Foram incluídos 75 pacientes, dentre os quais 54,7% foram mulheres e 45,3% foram 

homens. Quando classificados de acordo com suas formas clínicas, 10,7% os pacientes se 

362 (G) 497 (D)1 (M) 1032 (D)
A 

B 
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encontravam na forma aguda e 89,3% na forma crônica. Ao subgruparmos a forma crônica 

nas suas três classificações EH, EHI e EHE, observamos que o maior percentual de pacientes 

(76,1%) se encontrava na fase de maior gravidade a EHE. Com relação à idade dos pacientes 

verificamos uma mediana de 56 anos, porém quando divididos em paciente agudos e crônicos 

as medianas observadas foram de 31,5 e 58 anos, respectivamente (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Características demográfico-epidemiológicas dos pacientes incluídos no estudo 

Variáveis 

Pacientes agudos       

N = 8 

Pacientes Crônicos                                                               

N = 67 

EH EHI EHE 

Homens             
N = 34 

2 (2,7%) 32 (42,7%) 
3 (4,5%) 6 (8,9%) 23 (34,3%) 

Mulheres            
N = 41 

6 (8%) 35 (46,6%) 
- 7 (10,4%) 28 (41,9%) 

Idade              
Med. (min/máx) 

31,5 (19/79) 58 (22/86) 
61 (50/70) 61 (28/77) 58 (22/86) 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: N - Número absoluto de pacientes; (%) - Porcentagem referente ao número de pacientes num determinado 
grupo; Med. - Mediana apresenta no grupo; (mín/máx) - Valores mínimo e máximo, respectivamente, 
observados no grupo; EH - Pacientes com quadro clínico de Esquistossomose Hepática; EHI - Pacientes com 
quadro clínico de Esquistossomose Hepatointestinal; EHE - Pacientes com quadro clínico de Esquistossomose 
Hepatoesplênica. 
 

Tabela 4 - Características geográfico-epidemiológicas dos pacientes incluídos no estudo 

Variáveis 
Pacientes  

N = 75 

Localidade 
ZM RMR OE 

66 (88%) 5 (6,7%) 4 (5,3%) 

Ultimo contato         
com rio 

Atual 1 a 9 anos ≥ 10 anos 
12 (16%) 18 (24%) 45 (60%) 

Tratamento 
Nunca realizou 1 a 2 vezes ≥ 3 vezes 

38 (50,7%) 33 (44%) 4 (5,3%) 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: N – Número absoluto de pacientes; (%) – Porcentagem referente ao número de pacientes num 
determinado grupo; Localidade – Região onde se localiza a coleção hídrica infectada e a residência dos 
indivíduos; ZM – Zona da mata pernambucana; RMR – Região metropolitana do Recife; OE – outros estados. 

 

Todos os pacientes incluídos neste estudo infectaram-se ao entrar em contato com 

coleções hídricas contaminadas. Com relação à localização das coleções hídricas a grande 

maioria dos pacientes se infectou na zona da mata pernambucana (88%). Embora, grande 

parte dos pacientes entenda a importância de evitar o contato com a água contaminada e uma 

possível reinfecção, pois 60% dos pacientes incluídos na pesquisa evitou o contato com rios 

há no mínimo 10 anos. É surpreendente que apesar de entenderem a gravidade da infecção, os 
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pacientes não busquem por tratamento, pois, aproximadamente metade dos pacientes 

infectados nunca se tratou com relação à esquistossomose (50,7%), (Tabela 4). 

 

Ao avaliar alguns indicadores socioeconômicos relativos aos pacientes 

esquistossomóticos incluídos neste estudo, verificamos que a maioria dos participantes 

possuíam uma renda familiar entre 1 e 2 salários mínimos (81,3%) com o nível de 

escolaridade estagnado no ensino fundamental incompleto (54,7%). A maioria dos indivíduos 

que participaram deste estudo declarou que possuía saneamento básico em sua residência 

(74,7%) (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Características socioeconômicas dos indivíduos incluídos neste estudo 

Variáveis Pacientes  
N = 75 

Escolaridade 
SE EFI EFC EMI EMC ESI ESC 

15 (20%) 41 (54,7%) 5 (6,7%) 2 (2,7%) 10 (13,3%) 1 (1,3%) 1 (1,3%) 

Renda familiar 
< 1 SM 1 a 2 SM 3 a 4 SM > 4 SM 
5 (6,7%) 61 (81,3%) 6 (8%) 3 (4%) 

Saneamento 
Não Sim  

19 (25,3%) 56 (74,7%) 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: N – Número absoluto de pacientes; (%) – Porcentagem referente ao número de pacientes num 
determinado grupo; SE – Sem escolaridade; EFI – Ensino fundamental incompleto; EFC – Ensino fundamental 
completo; EMI – Ensino médio incompleto; EMC – Ensino médio completo; ESI – Ensino superior incompleto; 
ESC – Ensino superior completo; SM – Salário mínimo. 

 

6.9 Padronização do ELISA 
 

No procedimento de padronização da técnica foram avaliadas a concentração do 

antígeno (5 µg/mL, 10 µg/mL e 20 µg/mL), diluições do anticorpo (1:1000, 1:2000 e 1:3000) 

e a diluição de soros dos pacientes (1:100, 1:200 e 1:400). Durante o processo de 

padronização foram testados 27 variações do teste de ELISA, sempre testando uma única 

variável por vez (Tabela 6).  
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Quadro 2 - Variações realizadas durante o processo de padronização do ELISA - Sm15 

 

Variações do ELISA Sm15 

  Ag: 5µg/mL 

  Soro: 1:100 

  Ac: 1:2000 

  Ag: 5µg/mL 

  Soro: 1:100 

  Ac: 1:3000 

  Ag: 5µg/mL 

  Soro: 1:100 

  Ac: 1:4000 

 Ag: 5µg/mL 

 Soro: 1:200 

 Ac: 1:2000 

  Ag: 5µg/mL 

  Soro: 1:200 

  Ac: 1:3000 

 Ag: 5µg/mL 

 Soro: 1:200 

 Ac: 1:4000 

  Ag: 5µg/mL 

  Soro: 1:400 

  Ac: 1:2000 

  Ag: 5µg/mL 

  Soro: 1:400 

  Ac: 1:3000 

  Ag: 5µg/mL 

  Soro: 1:400 

  Ac: 1:4000 

 Ag:10µg/mL 

 Soro: 1:100 

 Ac: 1:2000 

  Ag: 10µg/mL 

  Soro: 1:100 

  Ac: 1:3000 

 Ag: 10µg/mL 

 Soro: 1:100 

 Ac: 1:4000 

  Ag: 10µg/mL 

  Soro: 1:200 

  Ac: 1:2000 

  Ag: 10µg/mL 

  Soro: 1:200 

  Ac: 1:3000 

  Ag: 10µg/mL 

  Soro: 1:200 

  Ac: 1:4000 

 Ag: 10µg/mL 

 Soro: 1:400 

 Ac: 1:2000 

  Ag: 10µg/mL 

  Soro: 1:400 

  Ac: 1:3000 

 Ag: 10µg/mL 

 Soro: 1:400 

 Ac: 1:4000 

  Ag: 20µg/mL 

  Soro: 1:100 

  Ac: 1:2000 

  Ag: 20µg/mL 

  Soro: 1:100 

  Ac: 1:3000 

  Ag: 20µg/mL 

  Soro: 1:100 

  Ac: 1:4000 

 Ag: 20µg/mL 

 Soro: 1:200 

 Ac: 1:2000 

  Ag: 20µg/mL 

  Soro: 1:200 

  Ac: 1:3000 

 Ag: 20µg/mL 

 Soro: 1:200 

 Ac: 1:4000 

  Ag: 20µg/mL 

  Soro: 1:400 

  Ac: 1:2000 

  Ag: 20µg/mL 

  Soro: 1:400 

  Ac: 1:3000 

  Ag: 20µg/mL 

  Soro: 1:400 

  Ac: 1:4000 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Tabela que descrimina todas as variações de ELISA testadas durante o processo de padronização do teste 
utilizando a proteína recombinante ‘Sm15’ como antígeno, evidenciando em vermelho a variação escolhida após 
o termino das padronizações. Ag – Concentração do antígeno; Soro – Diluição do soro dos pacientes em PBST; 
Ac – Diluição do anticorpo em PBST. 

 

Após resultados, foi estabelecido que a melhor variação de ELISA dentre todos os 

testados seria aquele com a concentração do antígeno de 5 µg/mL, diluição do soro a de 1:200 

e do anticorpo contra fração IgG de 1:2000.  

 
6.10 Resultados do ELISA e análise estatística 
 

Após o término das etapas de padronização e o estabelecimento das melhores 

condições para a realização do ELISA, avaliamos a reatividade dos soros de pacientes 

esquistossomóticos incluídos neste estudo frente aos antígenos Sm15 e SEA (antígeno obtido 

previamente pelo nosso grupo). Com a obtenção dos resultados e realização da análise 

estatística, pudemos confirmar que o polipeptídeo Sm15 apresentou-se mais reativo frente aos 

soros dos pacientes, do que o extrato bruto SEA (Gráfico 1). 

Além da maior reatividade, a análise estatística realizada demonstrou que o 

polipeptídeo recombinante Sm15 possui a capacidade de diferenciar os pacientes entre as 

formas clínicas aguda e crônica da esquistossomose (Gráfico 2). Entretanto, quando 

analisamos o extrato bruto SEA verificamos que este, quando utilizado como antígeno, não é 

capaz de promover a diferenciação entre as formas clínicas da doença (Gráfico 3). 
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Gráfico 1 – Comparação através de ELISA entre as reatividades do polipeptídeo recombinante Sm15 e do SEA 
frente a soros de pacientes esquistossomóticos de diversas formas clínicas da doença 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: BoxPlot demonstrando a comparação entre as reatividade (DO) apresentadas pelo antígeno Sm15 e pelo 
extrato bruto SEA, evidenciando as medianas de reatividade encontradas entre os dois antígenos (linhas no 
interior do retângulo (p < 0,05). Os pontos representam as reatividades individuais do pacientes. 
 

Gráfico 2 – Diferenciação através de ELISA de pacientes esquistossomóticos com as formas clínicas aguda e 
crônica, utilizando como antígeno o polipeptídeo recombinante Sm15 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: BoxPlot demonstrando a diferenciação dos pacientes entre as formas clínicas aguda e crônica da 
esquistossomose pelo antígeno Sm15. Evidenciando as medianas de reatividade encontradas nos dois grupos 
(linhas no interior do retângulo) (p < 0,05). Os pontos pretos representam as reatividades individuais do 
pacientes, sendo o ponto vermelho a média de todas as reatividades encontradas. 
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Gráfico 3 – Diferenciação através de ELISA de pacientes esquistossomóticos com as formas clínicas aguda e 
crônica, utilizando como antígeno o SEA 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: BoxPlot demonstrando a diferenciação dos pacientes entre as formas clínicas aguda e crônica da 
esquistossomose utilizando a reatividade apresentada pelo extrato bruto SEA, evidenciando as medianas de 
reatividade encontradas nos dois grupos (linhas dentro do retângulo) (p < 0,05). Os pontos pretos representam as 
reatividades individuais do pacientes, sendo o ponto vermelho a média de todas as reatividades encontradas. 

 

Com a finalidade de realizar uma comparação entre os desempenhos do ELISA-Sm15 

e do ELISA-SEA, foram estabelecidos os valores de sensibilidade 76,12% e 70,15%, 

especificidade 87,50% e 62,50%, respectivamente e as likelihood ratios positivas e negativas 

(Figura 27). Além disso, foram estabelecidas as curva ROC (Figura 28) e plotadas num 

gráfico para a realização da comparação dos dois testes (Gráfico 4). 

 

Figura 27 – Valores de sensibilidade, especificidade e likelihood ratio calculadas para os antígenos Sm15 e SEA 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Valores de sensibilidade, especificidade e likelihood ratio calculadas pelo programa MedClac para a 
utilização do polipeptídeo recombinante Sm15 e para o SEA como antígenos para o ELISA.  +LR – likelihood 
ratio para resultado positivo; -LR – likelihood ratio para resultado negativo; IC 95%– intervalo de confiança a 
95%. 
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Figura 28 – Características estatísticas das curvas ROC estabelecidas para os antígenos Sm15 e SEA 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
Nota: Características estatísticas estabelecidas pelo programa MedClac para a utilização do polipeptídeo 
recombinante Sm15e do SEA como antígenos para o ELISA. AAC –Área abaixo da curva;  DP – Desvio padrão; 
IC 95%– intervalo de confiança a 95%. 
 

Gráfico 4 – Sobreposição das curvas ROC estabelecidas para os ELISA utilizando os antígenos Sm15 e SEA 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Gráfico de sobreposição das curvas ROC calculadas pelo MedClac para os antígenos Sm15 e SEA, sendo 
a linha pontilhada em vermelho a curva do antígeno Sm15 (AUC = 0,864) e a linha azul correspondente ao SEA 
(AUC = 0,548). 
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7 DISCUSSÃO 
 

Através da análise da população incluída neste estudo, verificamos que, embora as a 

porcentagem de mulheres tenham diminuído com relação a estudos prévios, elas continuam 

sendo a maioria entre os pacientes com esquistossomose totalizando 54,7% dos incluídos 

neste estudo (GAZZINELLI et al., 2006; DOMINGUES et al., 2013; FIGUEIREDO, 2014), 

quando estratificamos os pacientes entre agudos e crônicos, percebemos porcentagens de 75 e 

52,2% respectivamente, demonstrando que as mulheres estão se infectando mais que os 

homens. Alguns estudos apontam causas que tornam as mulheres um grupo mais susceptível a 

infecção esquistossomótica, a principal é que as mulheres permanecem mais tempo em 

contato com a água, por terem mais atividades realizadas em rios como lavar roupa, pratos, 

dar banho em crianças e até cuidar dos filhos em momentos de lazer (GAZZINELLI et al., 

2006; FIGUEIREDO, 2014). Com relação à idade dos pacientes, em nossa análise 

verificamos uma variação de 19 a 86 anos, apresentando medianas de 31,5 anos, para o grupo 

agudo, e de 58 para o grupo crônico.  

Ao avaliar o grau de escolaridade, a renda familiar e a localização da residência, 

provável local de infecção dos indivíduos, constatamos que a grande maioria dos pacientes 

incluídos neste estudo não possuía escolaridade ou a escolaridade era incompleta no ensino 

fundamental (74,7%) e 81,3% dos indivíduos esquistossomóticos possuem uma renda familiar 

entre 1 a 2 salários mínimos. Além disso, 88% dos indivíduos residem na zona da mata 

pernambucana, estes dados corroboram com vários estudos socioeconômicos realizados que 

definem como grupo mais susceptível a infecção esquistossomótica indivíduos com menos 

renda familiar, baixo nível de escolaridade e que vivem no interior (BARBOSA et al., 1998; 

DOMINGUES et al., 2013; XIMENES et al., 2003; GAZZINELLI et al., 2006; SILVA et al., 

2011). 

Os últimos indicadores socioeconômicos avaliados neste estudo foram a presença de 

saneamento básico nas residências dos pacientes esquistossomóticos, a realização de 

tratamento e o tempo desde o último contato com coleções hídricas. Verificamos que 50,7% 

dos nossos pacientes não haviam realizado nenhum tipo de tratamento esquistomicida, 

discordando de dados prévios encontrados por nosso grupo onde 90,54% dos pacientes havia 

realizado tratamento prévio para a doença (FIGUEIREDO, 2014). Acreditamos que este 

aumento no número de indivíduos que nunca realizaram tratamento para a doença, seja 

consequência da diminuição das políticas de tratamento em massa que eram promovidos pelo 

governo, através de programa de controle, e da falta de medida socioeducativas que 

promovam a conscientização das populações mais susceptíveis a buscar o tratamento. Em 
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nosso estudo, a porcentagem de pacientes que evitou o contato com coleções hídricas há no 

mínimo 10 anos foi de 60%, corroborando com estudos prévios que encontraram taxas de 

60,8% (FIGUEIREDO, 2014). O elevado número de pacientes que evita este contato, nos leva 

a crer que depois de esclarecido com relação aos perigos da doença, os mesmos tendem a 

seguir as orientações médicas, elevar sua cautela e evitar a infecção pelo Schistosoma 

mansoni, isso explica o fato de indivíduos com maior conhecimento e maior grau de 

escolaridade são menos susceptíveis a infecção (DOMINGUES et al., 2013; GAZZINELLI et 

al., 2006).  

Apesar de estudos indicarem que melhoras nas condições de saneamento básico, 

causariam uma diminuição na prevalência da doença (BARBOSA et al., 1998). Neste estudo, 

encontramos uma alta porcentagem de residências que possuem saneamento básico (74,7%), 

corroborando assim, com os estudos realizados por Ximenes et al. (2003), Silva et al. (2011) 

e Domingues et al. (2013) e Figueiredo et al. (2014). Assim como outros estudos apontam, 

acreditamos que a intensificação de políticas de educação sanitária é a chave para que ocorra 

uma diminuição na prevalência da esquistossomose (DOMINGUES et al., 2013). 

Muitos estudos epidemiológicos auxiliam e embasam a aplicação de programas de 

controle da esquistossomose, pois, os mesmos além de identificar zonas endêmicas e novos 

focos da doença, através do diagnóstico de uma população, também podem avaliar a eficácia 

do tratamento em massa no qual certa área foi submetida. A OMS recomenda a utilização do 

esfregaço fecal de Kato-Katz (teste coprológico) por ser um exame simples, rápido, de fácil 

execução, baixo custo (±U$ 2/teste) e independente de grande infraestrutura laboratorial 

(GONÇALVES et al., 2005; KATZ et al., 1972; WHO, 1985; KATZ; ALMEIDA, 2003; 

SOUZA et al., 2007). 

Porém, uma grande limitação encontrada nos testes coprológicos é a dependência 

direta que existe entre a sua sensibilidade e a quantidade de fezes examinada por teste 

(ENGELS et al., 1996; KONGS et al., 2001). Esta dependência fragiliza a confiabilidade dos 

resultados negativos, consequentemente, os mesmos não são capazes de excluir a 

possibilidade de infecção, tornando-se assim pouco eficientes (DEVLAS; GRYSSELS, 1992; 

NOYA et al., 1999; RABELLO, 1997; DOENHOFF et al., 2004). Embora um crescimento 

considerável na sensibilidade desta técnica seja obtido através do aumento no número de 

lâminas examinadas, tal abordagem aumentaria não só o custo de estudos epidemiológicos, 

como também a complexidade de execução do teste, limitando as vantagens operacionais 

deste método em trabalhos de campo de grande escala (DEVLAS; GRYSSELS, 1992). 
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Atualmente, os testes imunológicos são uma ótima alternativa diagnóstica para a 

esquistossomose, pois, são capazes de suprir as limitações presentes nos método coprológicos. 

Isto porque, no geral, os métodos imunológicos possuem uma boa sensibilidade apresentando 

taxas muito baixas de falso-positivos. Além disso, estudos indicam que níveis de antígenos 

circulantes geralmente estão correlacionados com o número de ovos excretados, 

possibilitando assim a quantificação indireta da carga parasitária (VAN LIESHOUT, et al, 

1995). Então, visando gerar alternativas de diagnóstico para inquéritos epidemiológicos, 

muitos grupos de pesquisa esforçam-se na tentativa de desenvolver testes imunodiagnósticos 

que sejam satisfatórios (DE JONGE. et al, 1988; DEELDER et al, 1989; DOENHOFF, M. J. 

et al, 2004; CARVALHO, et al 2011). Porém, apesar de inúmeras técnicas terem sido 

desenvolvidas, poucas têm alcançado as etapas de validação (GOMES et al., 2014).  

Em suma, mesmo possuindo elevadas taxas de sensibilidade, os métodos de 

imunodiagnóstico atuais apresentam, na sua maioria, especificidades muito aquém do que se 

espera de um método diagnóstico por apresentarem reações cruzadas com outros helmintos, 

protozoários e até bactérias como ocorre com a utilização dos extratos brutos (MOTT; 

DIXON, 1982; SMITHERS; DOENHOFF, 1982; MONTENEGRO, 1992; RABELLO, 1997; 

WU, 2002; CARVALHO, et al 2011; GOMES et al., 2014). Assim, métodos que utilizem 

antígenos proteicos recombinantes representam uma promissora linha de pesquisa, podendo 

suprir limitações que atualmente impedem a utilização do imunodiagnóstico em inquéritos 

epidemiológicos (CARVALHO, et al 2011; GOMES et al., 2014). 

Baseado num extenso e trabalhoso estudo de triagem proteica para o desenvolvimento 

de abordagens imunoprofiláticas e diagnósticas, realizado previamente por nosso grupo de 

pesquisa (ABATH et al., 1993; 1994), neste trabalho, foi produzido, através da tecnologia de 

DNA recombinante utilizando Escherichia coli, o polipeptídio Sm15. Dentre as várias 

proteínas e polipeptídeos que se apresentavam imunogênicos (Sm23, Sm45) escolhemos 

trabalhar com o polipeptídeo Sm15, pois, este apresentou uma a melhor reatividade quando 

testado em etapas de experimentação animal (ABATH et al., 1997). Além disso, baseado no 

fato de que regiões repetitivas, no geral, são mais imunogênicas e no fato do polipeptídeo em 

questão possuir estas regiões, o Sm15 em nossa avaliação prévia apresentou um potencial 

diagnóstico mais elevado que os demais polipeptídeos (ABATH et al., 1993; 1997). 

Este trabalho teve o intuito de avaliar o potencial diagnóstico do polipeptídeo Sm15, 

verificando sua reatividade frente aos soros de indivíduos infectados com o S. mansoni e 

ainda, se este polipeptídio recombinante seria capaz de diferenciar pacientes com formas 

clínicas agudas e crônicas da esquistossomose. 
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O polipeptídeo Sm15 foi originalmente identificado a partir do isolamento através de 

bibliotecas de cDNAs (A70 e A180), o polipeptídeo compõe o sincício do Schistosoma 

mansoni e está presente em vermes adultos a partir duas semanas de vida (ABATH et al., 

1993; 1994). Através de análises prévias de bioinformática Abath et al.  identificaram que a 

sequência do polipeptídeo Sm15 não possuía homologia com outras proteínas presentes em 

bancos de dados, indicando que este polipeptídeo é extremamente específico para a espécie S. 

mansoni (ABATH et al., 1993; 1997). Porém, novas análises de alinhamento de sequências 

realizadas no atual estudo indicam que esta proteína além de ser bem conservada entre cepas 

diferentes do S. mansoni, também se encontra conservada entre outras espécies do gênero 

Schistosoma, tal análise explica o motivo do anticorpo específico anti-Sm15 ter reconhecido 

previamente um polipeptídeo no extrato de vermes adultos do S. japonicum em trabalhos 

prévios (ABATH et al., 1994). 

Com relação ao tamanho do polipeptídeo Sm15 (30 Kda), que neste trabalho se 

apresentou maior do que esperado (15,9 Kda), levantamos duas hipóteses para a ocorrência 

desse fato. A primeira é que, por se tratar de um polipeptídeo recombinante gerado a partir de 

uma E. coli, sabendo que o sistema procariótico não possui ferramentas que possibilitem um 

alto processamento pós-transcricional e que este polipeptídeo de 15 Kda necessita de tal 

processamento, visto que sua proteína precursora possui aproximadamente 117 Kda. 

Acreditamos que de alguma forma a falta dessa maquinaria de modificações pós-

transcricionais afetou o comportamento do polipeptídeo na corrida eletroforética, mesmo em 

condições desnaturantes. A segunda hipótese é de que o comportamento “anormal” deste 

polipeptídeo recombinante seja devido a sua composição aminoacídica que é extremamente 

ácida, possuindo um ponto isoelétrico num pH de 4,18 (ABATH et al., 1993; 1997). 

Ao realizar o ELISA com SEA obtivemos sensibilidade e especificidade de 70,15% e 

62,50% respectivamente, corroborando assim com resultados encontrados em estudos prévios 

em que os valores de sensibilidade e especificidade semelhantes (BECK et al., 2007, 

DAWSON et al., 2013). Entretanto, a sensibilidade e especificidade encontradas no nosso 

estudo mostraram-se discordantes de alguns estudos encontrados na literatura que 

apresentavam maiores valores como os de Liping et al (1999) e Lei et al (2011). Acreditamos 

que nestes estudos, ao realizar ELISA utilizando SEA para detectar outra espécie do gênero 

Schistosoma, o S. Japonicum, os valores de sensibilidade podem ter sofrido variação. 

No presente estudo, ao utilizar o SEA como antígeno, não foi possível estabelecer a 

diferenciação dos pacientes entre as formas clínicas aguda e crônica da esquistossomose. Tais 

resultados divergem de estudos encontrados na literatura, onde este extrato foi capaz de 
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realizar esta diferenciação (RABELLO et al., 1995; VALLI et al., 1997; BECK et al., 2007). 

Alguns estudos utilizando a fração antigênica CEF6, componente do extrato bruto SEA, 

indicam que testes sorológicos realizados com este antígeno tendem a apresentar melhores 

resultados de sensibilidade, controle de cura e maior redução no número de reações cruzadas 

(TURNER et al., 2004; SORGHO et al., 2005; GOMES et al., 2014). 

Testes sorológicos baseados em antígenos recombinantes constituem um método 

especialmente útil para o diagnóstico da esquistossomose, podendo suprir limitações 

encontradas nas altas taxas de reações cruzadas que atualmente impedem a utilização do 

imunodiagnóstico (SORGHO et al., 2005, ALARCON DE NOYA et al., 2007; CARVALHO, 

G. B. F. et al 2011; GOMES et al., 2014).  

Assim, realizamos testes através da plataforma de ELISA utilizando como antígeno o 

polipeptídeo recombinante Sm15. Os resultados de sensibilidade e especificidade obtidos 

foram de 76,12% e 87,50% respectivamente, contrastando de estudos prévios que utilizaram 

outros antígenos também inéditos (Sm200 Kda, Urine-CCA) que apresentaram taxas menores 

de sensibilidade quando comparadas as deste estudo (ERKO et al, 2013; CARVALHO et al., 

2014).  

Apesar de ter apresentado valores de sensibilidade um pouco menor, quando 

comparados a testes sorológicos com antígenos bem estudados (CEF6, MAS1, SEA), as taxas 

de especificidade apresentaram-se bastante altas para um primeiro teste o que reforça o 

potencial diagnóstico deste polipeptídeo recombinante (TURNER et al., 2004; SORGHO et 

al., 2005, ALARCON DE NOYA et al., 2007; GRENFELL et al., 2014). Além disso, 

diferentemente do nosso estudo alguns dos estudos supracitados realizaram testes em 

indivíduos que se apresentavam positivos para o teste parasitológico e tal fato poderia 

justificar a maior sensibilidade obtida nesses casos, pois, os pacientes estudados apresentavam 

uma maior carga parasitária representando assim um viés nos estudos. 

Ao realizar a comparação entre os ELISA utilizando os antígenos Sm15 e SEA, além 

de termos obtido melhores resultados de sensibilidade e especificidade com o polipeptídeo 

recombinante Sm15, este polipeptídeo demonstrou ser muito mais reativo frente a soros de 

pacientes esquistossomóticos do que o antígeno SEA. Além disso, observamos que este 

polipeptídeo apresentou a capacidade de diferenciar os pacientes esquistossomóticos entre as 

formas clínicas aguda e crônica da doença. Estes resultados, além ratificar o potencial 

diagnóstico deste polipeptídeo, demonstra a importância da sua utilização no tratamento, pois 

segundo Beck et al (2007) a diferenciação de formas aguda e crônica é de extrema 

importância para a escolha do procedimento a ser adotado no tratamento da infecção, visto 
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que as taxas de cura flutuam a depender da carga parasitária e dos esquemas posológicos 

utilizados no tratamento (CUNHA, 1992). 

Visto que o controle de cura da esquistossomose atualmente é realizado ao longo de 6 

meses, sendo cinco kato-katz mensais e uma biópsia retal no sexto mês e uma vez que o Sm15 

só é encontrado em vermes adultos com ao menos duas semanas de vida. Com a utilização do 

polipeptídeo Sm15, ainda existe a possibilidade do desenvolvimento de um teste baseado na 

captura de antígenos que seja mais simples, menos invasivo e que apresente respostas 

melhores e mais rápidas com relação ao controle de cura da doença (ABATH et al., 1994; 

VITORINO et al., 2012). 

Por fim, os resultados encontrados neste estudo sugerem que o polipeptídeo 

recombinante Sm15 é uma ferramenta antigênica para o uso no diagnóstico da 

esquistossomose, pois este antígeno apresentou boas taxas de sensibilidade e especificidade. 

Além disso, o polipeptídeo demonstrou um alto grau discriminatório entre pacientes com as 

formas aguda e crônica da esquistossomose.  

No entanto, fazem-se necessários novos estudos utilizando o polipeptídeo 

recombinante Sm15 como antígeno, visando melhorar sua sensibilidade e especificidade. Em 

face as tecnologias existentes atualmente, uma infinita gama de aplicações que podem ser 

empregadas para gerar uma melhora nos resultados obtidos, como por exemplo a utilização do 

polipeptídeo fusionado a outros polipeptídeos que sejam igualmente específicos numa única 

proteína quimérica, a utilização do polipeptídeo recombinantes Sm15 adicionado a regiões 

repetitivas encontradas no seu precursor proteico ou sua utilização através de Mutiple Antigen 

Peptides (MAP) forçando uma apresentação ramificada (KOWALCZYK et al., 2010). E 

ainda a utilização em plataformas sorológicas diferentes como, por exemplo, Luminex ou 

citometria de fluxo que apresentam maior sensibilidade quando comparadas ao ELISA.  

Assim, poderemos desenvolver um método de elevada acurácia que irá superar as 

lacunas existentes em relação aos testes parasitológicos e aos testes sorológicos atualmente 

disponíveis que possuem baixa sensibilidade e especificidade e que apresentam reações 

cruzadas com outras helmintoses, especialmente em áreas endêmicas, onde frequentemente a 

população encontra-se poliparasitada. E com isso, estaremos contribuindo com o diagnostico 

precoce da esquistossomose, auxiliando nos inquéritos epidemiológicos, implantação de 

políticas públicas visando o tratamento da população e impedindo a evolução da doença para 

as formas clinicas de maior gravidade. 
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8 CONCLUSÃO 
 

Neste trabalho verificamos que, o polipeptídeo recombinante Sm15 apresentou 

reatividade frente a soros de pacientes esquistossomóticos, sendo mais reativo do que o 

extrato bruto SEA (P=0.00439). Demonstrando, maiores valores de sensibilidade, 

especificidade e área abaixo da curva ROC (P=0,003), sendo 76,12%; 87,50% e 0,864 

respectivamente o teste utilizando com o Sm15 apresentou melhor desempenho quando 

comparado ao teste utilizando o SEA com antígeno. Além disso, o polipeptídeo recombinante 

Sm15, diferentemente do SEA, foi capaz de diferenciar pacientes esquistossomóticos quanto à 

forma clínica apresentada, aguda ou crônica (P=0.00079). Os resultados obtidos neste estudo 

além de ratificar o potencial diagnóstico apresentado pelo polipeptídeo Sm15, indicaram que 

o mesmo após a realização de novos estudos será capaz de gerar uma alternativa diagnóstica 

de elevada acurácia que poderá suprir as lacunas existentes com relação aos testes 

parasitológicos e sorológicos atualmente disponíveis. Possibilitando assim o diagnostico 

precoce da esquistossomose, impedindo a evolução da doença para as formas clinicas de 

maior gravidade e a realização inquéritos epidemiológicos mais acurados. 
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ANEXO A  - Parecer de Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do CPqAM/Fiocruz 
 

 


