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RESUMO 

A esquistossomose ainda é considerada um problema de saúde pública mundial. O avanço 
integrado das ações de controle nos últimos anos resultou na diminuição da morbidade e 
consequentemente no aumento de áreas de baixa endemicidade (caracterizada por indivíduos 
eliminando < 100 ovos por gramas de fezes - opg). O diagnóstico padronizado pela 
Organização Mundial de Saúde (OMS) é o teste parasitológico de Kato-Katz (K-K) o qual é 
baseado na detecção de ovos nas fezes. Embora seja o método de certeza na identificação dos 
casos, o mesmo apresenta baixa sensibilidade quando a eliminação de ovos pelos indivíduos 
nas fezes é baixa. Além disso, o mesmo não é aplicável à fase que antecede a oviposição (pré-
patente). O teste imunocromatográfico POC-CCA® está comercialmente disponível e tem 
sido avaliado em diferentes áreas da África e Brasil. Esse teste possui vantagens por ser um 
teste rápido e acessível à área de campo, entretanto resultados divergentes tem sido 
encontrados no Brasil. Visando a disponibilidade de mais alternativas de diagnóstico para a 
doença, este trabalho propôs a seleção de antígenos do extrato solúvel do ovo (SEA) de 
Schistosoma mansoni através da análise imunoproteômica. Embora o SEA seja um dos 
antígenos brutos mais empregados nos imunoensaios, o fracionamento do mesmo na busca de 
marcadores de diagnóstico ainda é escassa. Neste estudo, 23 spots foram imunorreativos ao 
soro de indivíduos positivos para S. mansoni. Destes, 22 foram também reconhecidos por 
amostras de indivíduos infectados por outros helmintos e 10 spots por amostras de indivíduos 
negativos. Apenas um spot, identificado como Major Egg Antigen (MEA), foi exclusivamente 
reconhecido pelas amostras de indivíduos positivos para S. mansoni. MEA recombinante 
(MEAr) foi produzida em sistema heterólogo de bactérias e manteve a antigenicidade após a 
purificação. A detecção de anticorpos por ELISA (IgG-ELISA-MEAr) foi empregada 
utilizando amostras positivas de área endêmica e amostras negativas de área não endêmica 
(controle). IgG-ELISA-MEAr determinou uma área sob a curva (ASC) de 0,94 sem diferença 
significativa com IgG-ELISA-SEA (ASC = 0,94) e IgG-ELISA-SWAP (ASC = 0,96). Com 
uma sensibilidade de 87,10% e especificidade de 84,62%, o teste foi capaz de identificar 
87,5% (56/64) indivíduos com cargas ≤ 10 opg dos quais 27 apresentavam 1 opg. IgG-
ELISA-MEAr apresentou Kappa = 0,71 (substantial agreement) sem diferença significativa 
(p > 0,05) em relação ao método de referência (K-K 18/24L). Concluída a padronização, o 
teste foi avaliado na discriminação de indivíduos positivos e negativos residentes de áreas 
endêmicas. Assim como IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP, IgG-ELISA-MEAr 
demonstrou baixa especificidade (< 50%) nessa análise. Em indivíduos de fase aguda 
infectados através do primeiro contato com uma área de transmissão, IgG-ELISA-MEAr 
determinou uma sensibilidade de 89,8%. Embora a técnica de IgG-ELISA-MEAr não tenha 
sido superior aos antígenos brutos, deve-se levar em conta a disponibilidade da produção em 
larga escala dos antígenos recombinantes, difícil de ser alcançada pelos antígenos brutos 
devido a infraestrutura necessária para manutenção do ciclo biológico de S. mansoni. Os 
dados apresentados neste trabalho poderão contribuir para o aperfeiçoamento de estratégias de 
controle da esquistossomose em áreas de baixa prevalencia assim como abrir perspectivas 
para o desenvolvimento de técnicas que envolvam a detecção direta de MEAr através da 
produção de anticorpos monoclonais.     

Palavras chave: Doença de Chagas, Schistosoma mansoni, Imunodiagnóstico, Área endêmica 



 
 

ABSTRACT   
 

Schistosomiasis is a worldwide public health problem. Control actions in the past years has 
decreased the morbidity and, consequently, increased the presence of low endemicity áreas 
(characterized by individuals eliminating < 100 eggs per gram of feces - epg). The reference 
diagnosis by World Health Organization (WHO) is the parasitological test of Kato-Katz (K-
K) which is based on the detection of eggs in feces. This test presents low sensitive in 
individuals eliminating less than 100 epg. In addition, the K-K does not attend the phase prior 
to oviposition. The POC-CCA® is a commercially test available that has been evaluated in 
several settings of Africa and Brazil. The value of this test is due to it to be quick and easy to 
use in low resources field. However, discordant results related to trace readings and low 
sensitivity in low burdens individuals have been reported. Searching for new alternatives for 
Schistosomiasis diagnostics, the goal of this work was to identify a new target from soluble 
egg antigens (SEA). Here, 23 spots were immunoreactive to the positive serum from S. 
mansoni. Of these, 22 were also recognized by serum from individuals with other helminths 
infections and 10 spots from negative individuals. One single spot, the Major Egg Antigen 
(MEA), was recognized from S. mansoni positive samples. Recombinant MEA (MEAr) was 
produced and its antigenicity kept after purification. Antibody detection by ELISA (IgG-
ELISA-MEAr) was evaluated using positive samples from endemic area and negative 
samples from non-endemic área (control). IgG-ELISA-MEAr determined an area under curve 
(AUC) of 0.94 with no significant difference with IgG-ELISA-SEA (AUC = 0.94) and IgG-
ELISA-SWAP (AUC = 0.96). The cut-off point was selected according to the accuracy index 
representeded for a sensitivity of 87.10% and a specificity of 84.62%. The IgG-ELISA-MEAr 
was able to identify 87.5% (56/64) individuals with loads ≤ 10 epg, of which 27 had 1 epg. 
IgG-ELISA-MEAr showed Kappa = 0.71 (substantial agreement) over the reference method 
(K-K 18 / 24L). The test was also evaluated in positive and negative individuals from 
endemic area. Similar to IgG-ELISA-SEA and IgG-ELISA-SWAP, IgG-ELISA-MEAr 
showed low specificity (<50%) in this analysis. In acute phase, IgG-ELISA-MEAr 
determined a sensitivity of 89.8%. Although IgG-ELISA-MEAr technique has not been 
superior to the crude antigens, a large-scale production is available by the recombinant 
antigens and should be taken into account. Crude antigens need a complex infrastructure for 
maintenance of the S. mansoni biological cycle. The rMEA showed not to be higher than 
crude antigens. However the data presented here can contribute to the improvement of other 
indirect immunoassays plataforms as open the doors for the development of techniques that 
involve the monoclonal antibody detection.  
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 
 

A esquistossomose é considerada um problema de saúde pública mundial apesar dos 

sucessivos programas de controle adotados. O Global Health Estimates de 2015 atribuiu 3,51 

milhões de disability-adjusted life years (DALYs) e 10,1 mil mortes a doença em 2016 

(WHO, 2016b; GBD, 2017). Aproximadamente 249 milhões de pessoas estão infectadas em 

78 países do mundo e mais de 779 milhões vivem em áreas endêmicas (Steinmann et al., 

2006; WHO, 2012a). A doença acomete regiões tropicais e subtropicais, em áreas com 

populações de baixa renda com um importante impacto socioeconômico. Nas Américas, o 

Brasil é o país mais afetado, sendo a doença causada pela espécie Schistosoma mansoni 

(Coura e Amaral, 2004; WHO/PAHO, 2016).  

O desenvolvimento socioeconômico bem como o acesso ao saneamento básico 

adequado e tratamento medicamentoso, levaram a redução considerável do número de pessoas 

infectadas e da morbidade, como também a interrupção da transmissão em alguns países 

(WHO, 2013). O avanço integrado nos últimos anos das ações descritas acima permitiu que a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) anunciasse em 2012 no WHO/NTDs Road Map os 

novos objetivos para 2020 com a progressiva mudança de “controle da morbidade” para 

“eliminação da doença como um problema de saúde pública” (WHO, 2012a; c). As metas 

foram delineadas baseadas no perfil epidemiológico de cada país. No Brasil, a determinação 

foi intensificar o controle da morbidade até 2019 e interromper a transmissão em 2021 

(WHO/PAHO, 2014).  

Nos primeiros anos do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) a prevalência 

no Brasil reduziu de 23% para 9% (1977-1979) (Coura e Amaral, 2004). Com a melhoria do 

abastecimento de água e rede de esgoto, aplicação de moluscicidas em larga escala, avaliação 

intensa de casos em áreas de risco e disponibilidade do tratamento com Praziquantel (PZQ) na 

rede pública a prevalência chegou a 4,5% em 2012 (Katz, 2018). Recentemente, o Inquérito 

Nacional de Prevalência da Esquistossomose mansoni e Geo-helmintoses (INPEG), realizado 

no período de 2010 a 2015, determinou a prevalência de 0,99% (Katz, 2018). Apesar da queda 

significativa da prevalência, a doença continua expandindo e adquirindo novo perfil 

epidemiológico. A transmissão contínua está concentrada nas regiões do Sudeste (1,27%) e 

Nordeste (2,35%), afetando principalmente populações de baixa renda, sendo estas 
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relacionadas à falta de acesso ao saneamento básico. Minas Gerais e Pernambuco foram os 

estados mais afetados, segundo registro do último inquérito (WHO/PAHO, 2014; Katz, 2018). 

As estratégias adotadas no Brasil são baseadas em saneamento básico, educação em 

saúde, diagnóstico individual e tratamento dos indivíduos infectados. Dentre essas, o 

diagnóstico está entre um dos desafios para cumprir as metas da OMS (Fenwick et al., 2006; 

Utzinger et al., 2011). O método para diagnóstico recomendado pela OMS é a técnica 

parasitológica de Kato-Katz (K-K), baseada na identificação e quantificação dos ovos nas 

fezes utilizando a análise de 2 lâminas em 1 amostra (K-K 2L/1A)(Katz et al., 1972; 

WHO/PAHO, 2014). No início dos programas de controle, quando a prevalência e intensidade 

de infecção são geralmente altas, acima de 50% com indivíduos eliminando mais que 400 

ovos por grama de fezes (opg), esse método demonstrava elevada acurácia empregando a 

análise de 2 lâminas. Entretanto, o controle intensificado ao longo dos anos vem ocasionando 

o surgimento de áreas de baixa endemicidade e baixa transmissão, as quais são caracterizadas 

pela presença de indivíduos com baixa intensidade de infecção (< 100 opg) (Quadro 1) 

(Favre, 2012; Cavalcanti et al., 2013; MS, 2014; Cosenza et al., 2017). Neste novo cenário, a 

falta de sensibilidade da técnica é a maior dificuldade encontrada no diagnóstico. Atualmente, 

o Brasil é um país de baixa prevalência (< 10 %) com indivíduos eliminando < 100 opg 

morando em áreas endêmicas e casos agudos derivados da migração interna  (Martins et al., 

1998; Enk, Amaral, et al., 2010; Siqueira et al., 2011). Os residentes infectados das áreas 

endêmicas que não são identificados como tal contribuem para manutenção da transmissão 

local e o estabelecimento de novos focos quando se deslocam para outras regiões. Estes novos 

focos resultam em casos agudos graves levando ao aumento significativo de índices de 

mortalidade e morbidade.  

 
Quadro 1: Definição de áreas endêmicas   

Área de baixa 
endemicidade 

Área com prevalência < 10% e indivíduos com baixa intensidade de infecção (< 100 ovos 
por grama de fezes). Indivíduos são assintomáticos/oligossintomáticos. 

Área de baixa 
transmissão 

Área com distribuição focal de caramujos Biomphalaria spp. e prevalência ≤ 25%. 
Predominância (≥ 75%) de indivíduos com baixa intensidade de infecção (< 100 ovos por 
grama de fezes) e baixa morbidade. A maior parte dos indivíduos é assintomática. 

 

Na resolução WHA65.21 de 2012, onde a estratégia para eliminação da 

esquistossomose foi programada, especial atenção foi dada para o desenvolvimento de 

técnicas de diagnóstico adaptadas a qualquer contexto epidemiológico (alta ou baixa 

transmissão) e que possam ser empregadas nos diferentes estágios dos programas de controle 
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(mapeamento, monitoramento das intervenções, vigilância pós eliminação) (WHO, 2012c; 

Knopp et al., 2013; Utzinger et al., 2015). Muitas técnicas vêm sendo desenvolvidas a fim de 

serem introduzidas nas diretrizes da OMS para o combate da esquistossomose. Entretanto, o 

método de K-K ainda é a ferramenta padronizada para determinar prevalência, indicar 

morbidade, elaborar medidas de controle e fazer a vigilância epidemiológica após interrupção 

da transmissão e eliminação (Steinmann et al., 2006; Utzinger et al., 2015). A capacidade de 

determinar a intensidade da infecção através da quantificação dos ovos, baixo custo 

operacional e praticidade em situações de infraestrutura laboratorial precária são vantagens 

que mantêm essa técnica como “padrão ouro” pela OMS (Knopp et al., 2013).  

A acurácia do diagnóstico é um critério exigido para o sucesso do controle da 

morbidade e interrupção da transmissão no Brasil. O tratamento em massa (mass drug 

admnistration - MDA) não é adotado no país, sendo este conduzido por meio do diagnóstico 

individual (Favre et al., 2015). Siqueira e colaboradores (2015) demonstraram a subestimação 

da prevalência em 3,5 vezes quando o protocolo recomendado pela OMS (K-K 2L/1A) 

(WHO/PAHO, 2014) foi comparado a uma avaliação parasitológica extensa (K-K 18L/4A) 

(Siqueira et al., 2015). Outro fator limitante da técnica de K-K é a detecção apenas da fase 

pós-postural, não detectando a infecção nos estágios iniciais (Enk, Katz, et al., 2008; Grenfell, 

R. F., Martins, W., Drummond, S. C., et al., 2013). Isso retarda o tratamento e aumenta a 

gravidade das lesões devido aos ovos depositados diariamente nos tecidos. Tendo em vista as 

limitações do método adotado como referência e o perfil epidemiológico atual, existe a 

necessidade da padronização de novas metodologias de diagnóstico que possam ser 

implementadas no controle da doença. Características como alta sensibilidade e 

especificidade, identificação da infecção ativa e na fase pré-postural, eficácia na avalição da 

cura após tratamento, fácil execução, baixo custo e o fornecimento de resultados precisos em 

qualquer condição de infecção (alta ou baixa carga parasitária) estão entre os critérios no 

desenvolvimento de novos métodos (Doenhoff et al., 2004; Grenfell, Silva-Moraes, et al., 

2012; Cavalcanti et al., 2013; Utzinger et al., 2015). Enquanto o teste capaz de atender a esses 

critérios ainda não está disponível, a combinação de diferentes técnicas têm sido adotada a 

fim de aumentar a detecção dos casos e atender os programas de controle (Bergquist et al., 

2009; Grenfell, R. F., Martins, W., Drummond, S. C., et al., 2013; Grenfell, R. F., Martins, 

W., Enk, M., et al., 2013; Grenfell et al., 2014; Siqueira et al., 2015; Oliveira et al., 2018).  

A associação de K-K com imunoensaios baseados na captura direta de antígenos ou 

por pesquisa de anticorpos específicos mostra-se sensível e promissora na identificação da 

infecção em amostras com resultados croposcópicos negativos (Kanamura et al., 1998; 
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Oliveira et al., 2005; Goncalves et al., 2006; Da Frota et al., 2011; Grenfell, R. F., Martins, 

W., Enk, M., et al., 2013). Durante a infecção, o sistema imune do hospedeiro desencadeia 

uma acentuada produção de anticorpos contra antígenos do parasito e do ovo. Os 

imunoensaios indiretos, baseados na detecção de anticorpos, possuem uma alta sensibilidade e 

seu uso tem sido ampliado na detecção de indivíduos de áreas não endêmicas e em áreas de 

baixa endemicidade. A sorologia positiva em amostras de indivíduos não residentes de áreas 

que estiveram em contato com algum foco de transmissão pode ser suficiente para conduzir o 

tratamento, uma vez que as técnicas parasitológicas não são eficientes devido à ausência de 

ovos nas fezes (Van Gool et al., 2002; Smith et al., 2012). O valor atribuído a essas técnicas 

em áreas endêmicas está relacionado à identificação de indivíduos com baixas cargas 

parasitárias. O emprego dessas metodologias como ferramentas de triagem e na elaboração de 

algoritmos têm aumentado a detecção de indivíduos com baixa intensidade de infecção em 

estudos de áreas endêmicas (Sorgho et al., 2005; Goncalves et al., 2006; Da Frota et al., 2011; 

Carneiro et al., 2012; Espirito-Santo et al., 2014). Embora a detecção de anticorpos seja 

promissora, seu uso ainda é limitado nas áreas endêmicas frente à incapacidade de distinguir 

entre infecções atuais e passadas. Além disso, os residentes dessas áreas possuem altos títulos 

de anticorpos devido à exposição a antígenos do parasito sem estarem infectados (Cavalcanti 

et al., 2013; Gomes et al., 2014).     

Uma alternativa para melhorar a eficiência dos testes indiretos, é a detecção de 

anticorpos contra antígenos específicos. Os extratos brutos das formas evolutivas que entram 

em contato com o hospedeiro (verme adulto e ovo) são os antígenos mais utilizados devido à 

abundância de material antigênico. Mesmo com comprovada eficiência, esses extratos levam 

a perda de especificidade devido à ocorrência de reações cruzadas com outros helmintos 

quando frações antigênicas comuns são reconhecidas, especialmente glicanas (Alarcon De 

Noya et al., 2000; Boukli et al., 2011). O uso de antígenos recombinantes associado às 

técnicas indiretas tem atribuído uma especificidade superior em relação aos antígenos brutos 

na acurácia do diagnóstico em áreas de baixa endemicidade (Grenfell, R., Harn, D. A., et al., 

2013; Carvalho et al., 2014).    

A detecção direta de antígenos, a partir da produção in vitro de anticorpos específicos, 

vem se destacando em relação às técnicas indiretas. Embora a sensibilidade dessas técnicas 

possa ser comprometida em casos de baixa carga parasitária, as mesmas são superiores devido 

à alta especificidade na identificação da infecção ativa, a avaliação da cura após tratamento e 

correlação com a intensidade de infecção (Van Lieshout et al., 2000; Van Dam et al., 2004; 

Corstjens et al., 2008; Grenfell et al., 2014). O teste imunocromatográfico baseado na 
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detecção do antígeno catódico circulante (CCA) na urina, POC-CCA®, está comercialmente 

disponível. As principais vantagens deste teste estão relacionadas a ser um teste rápido, com 

resultados em 20 min na área de campo e o uso de amostras não invasivas como urina. POC-

CCA® vem sendo avaliado em diferentes áreas do Brasil e da África a fim de ser oficialmente 

introduzido nos programas de controle, entretanto, ainda não alcançou desempenho 

satisfatório para isso (Colley et al., 2013; Adriko et al., 2014; Kittur et al., 2016; Siqueira et 

al., 2016; Lindholz et al., 2018; Oliveira et al., 2018). A alta taxa de positividade deste teste 

em áreas de baixa endemicidade tem sido atribuída principalmente à ausência de um teste de 

referência adotado durante a avaliação do desempenho do POC-CCA® (Siqueira et al., 2016; 

Oliveira et al., 2018) e a interpretação dos resultados “traços” como positivos quando a 

grande maioria deles têm se mostrado como negativos (Coelho et al., 2016; Grenfell et al., 

2018; Oliveira et al., 2018). 

A imunoproteômica de extratos brutos associada com a tecnologia de antígenos 

recombinantes vem contribuindo para busca de novos candidatos ao diagnóstico (Mutapi et 

al., 2005; Zhong et al., 2010; Ludolf et al., 2014; Zhang et al., 2015). A possibilidade do 

rastreamento de frações específicas para diferentes grupos amostrais, identificação e produção 

na forma recombinante constitui um caminho na padronização de métodos diferenciais. 

Baseado nesse contexto, a hipótese deste trabalho é que a aplicação de um antígeno específico 

na detecção de anticorpos aumenta a sensibilidade do diagnóstico em indivíduos de baixa 

carga parasitária e seu uso contribui para o aperfeiçoamento das estratégias de controle da 

doença. Sendo assim, o objetivo foi identificar frações imunorreativas do extrato solúvel de 

ovo (SEA) de S. mansoni com potencial para o desenvolvimento de novos métodos de 

diagnóstico. Por meio da técnica de imunoproteômica, foram utilizadas amostras sorológicas 

de indivíduos positivos para S. mansoni (fase aguda e crônica), indivíduos após 180 dias do 

tratamento com PZQ, indivíduos negativos e indivíduos infectados com outros helmintos. A 

seleção dessas amostras foi realizada a fim de obter antígenos com potencial para detectar 

qualquer estágio da infecção e, ainda, eliminar resultados falso-positivos e reações cruzadas 

com demais parasitos.     

Contiua sendo um grande desafio encontrar um único método que atenda a todos os 

critérios de um teste ideal, considerando que grande parte das áreas acometidas é 

caracterizada por infecções de baixas intensidade e, consequentemente, difíceis de serem 

detectadas pela metodologia convencional (K-K 2 L) (Cavalcanti et al., 2013; Knopp et al., 

2013). Em 2012, a OMS enfatizou a necessidade da mudança por busca de métodos altamente 

sensíveis e específicos em áreas que estão sob controle de morbidade e transmissão, em 
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relação a métodos baratos com desempenho satisfatório apenas em áreas com alta prevalência 

(Ntds, 2012; Knopp et al., 2013; Utzinger et al., 2015). Aliado a alta sensibilidade e 

especificidade das técnicas imunológicas com a disponibilidade dessas técnicas em formatos 

rápidos como tiras imunocromatográficas (Corstjens et al., 2014; Nausch et al., 2014; 

Utzinger et al., 2015), esse trabalho propôs a produção de um novo antígeno recombinante, o 

qual poderá ser empregado no desenvolvimento de novos imunoensaios. O uso do antígeno na 

detecção de anticorpos, assim como a produção de anticorpos monoclonais específicos e 

aplicação dos mesmos na detecção direta de antígenos, poderão preencher algumas lacunas no 

caminho do teste ideal e contribuir na estratégias de controle adotadas frente ao plano de 

eliminação da doença.  
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2 OBJETIVOS 
 
 

2.1 Objetivo geral  
 

Identificar e produzir um antígeno recombinante do extrato solúvel do ovo de S. 

mansoni e avaliar seu desempenho no imunodiagnóstico da esquistossomose mansoni por 

ELISA indireta. 

 
 

2.2 Objetivos específicos  
 
  
• Coletar amostras de fezes, soro, urina e saliva de indivíduos residentes das áreas 

endêmicas da zona rural de Montes Claros, Minas Gerais, antes e após tratamento com 

PZQ; 

 

• Identificar as proteínas do ovo S. mansoni que são reconhecidas por anticorpos presentes 

no soro dos indivíduos infectados;  

 

• Avaliar correatividade das proteínas identificadas pelos soros de pacientes infectados com 

S. mansoni com soros de indivíduos saudáveis, infectados com outros helmintos e após o 

tratamento com PZQ; 

 

• Avaliar a presença de epitopos glicosilados das proteínas selecionadas;  

 

• Selecionar uma proteína com potencial para o imunodiagnóstico e realizar a produção em 

sistema procarioto,  

 

• Padronizar ELISA indireta utilizando o antígeno recombinante e amostras humanas 

positivas e negativas;  

 
• Avaliar a validade do imunodiagnóstico em amostras sorológicas humanas de diferentes 

áreas endêmicas de Minas Gerais. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA  
 
 

3.1 Esquistossomose: aspectos gerais e epidemiologia  
 
 

A esquistossomose é uma doença parasitária causada por trematódeos digeneicos de 

diferentes espécies do gênero Schistosoma, prevalente principalmente em áreas tropicais e 

subtropicais (Figura 1). O ser humano é o principal reservatório vertebrado tendo o caramujo 

como hospedeiro intermediário. A ocorrência da doença está relacionada à ausência ou 

precariedade de saneamento básico, afetando principalmente as populações pobres e 

marginalizadas dos países em desenvolvimento (Steinmann et al., 2006; Utzinger et al., 

2011). Mundialmente, estima-se que cerca de 249 milhões de pessoas estejam infectadas e 

aproximadamente 92% desses indivíduos vivem no continente Africano, considerado local de 

maior transmissão e mortalidade (WHO, 2017). Por ano, 280.000 mortes são atribuídas à 

doença e as complicações decorrentes da fase crônica (Van Der Werf et al., 2003). Em 2015, 

a esquistossomose foi à terceira no ranking das doenças negligenciadas do mundo com 3,51 

milhões de perdas em DALY, perdendo apenas para Malária e Chagas (WHO, 2016b).  

Programas de controle adotados no Japão, China e Egito tem demonstrado sucesso no 

controle da morbidade e redução da prevalência nos últimos anos, principalmente devido à 

implementação do tratamento em massa com PZQ (Rollinson et al., 2013; WHO/PAHO, 

2014). Com essa progressão, as novas metas foram lançadas na resolução WHA65.21 de 2012 

priorizando a eliminação da doença como um problema de saúde pública. Um dos objetivos 

da OMS é tratar pelo menos 75% de todas as crianças com idades escolares residentes de 

países endêmicos para esquistossomose até 2020 (WHO, 2017) e desenvolver métodos de 

diagnósticos mais sensíveis para detecção de infecções de baixa intensidade (< 100 opg) 

(Tabela1) (WHO, 2011). No Brasil, a determinação foi intensificar o controle da morbidade 

até 2019 e interromper a transmissão até 2021 (Ntds, 2012; WHO/PAHO, 2014).  

 

Tabela 1: Classificação das intensidades de infecção segundo a OMS 

Intensidade da infecção Número de ovos de S. mansoni eliminados por grama de fezes (opg) 

Leve ou baixa 1 - 99 

Moderada ou média 100 - 399 

Intensa ou alta ≥ 400 

Fonte (WHO, 2011) 
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De fato, as medidas de controle adotadas no Brasil têm alcançado redução da 

prevalência ao longo dos últimos 40 anos. Três inquéritos de abrangência nacional foram 

conduzidos no Brasil. O primeiro por Pellon & Teixeira (1947-1952), o segundo pelo PCE 

(1975-1979) e o terceiro pelo Ministério da Saúde e Fiocruz, o INPEG (2010-2015). 

Considerando-se os dados encontrados em 11 estados endêmicos para esquistossomose, a 

positividade nestes três inquéritos caiu de 10,09% para 9,24% e 1,79%, respectivamente 

(Katz, 2018). O INPEG foi o primeiro inquérito com abrangência em todos os estados da 

Federação. A principal causa da queda da positividade está relacionada à urbanização e 

consequentemente o acesso ao saneamento básico e o abastecimento de água domiciliar. 

Outro fator relevante são os tratamentos específicos que vem sendo sucessivamente realizados 

mediante o diagnóstico individual de casos com medicamentos de baixa toxicidade e poucos 

efeitos colaterais, usados em dose única por via oral com baixo custo (Katz, 2018).  

Na maior parte do Brasil, o risco de transmissão é considerado moderado (Figura 2). 

No INPEG as regiões Nordeste e Sudeste apresentaram os maiores índices de positividade, 

sendo de 1,27% e 2,35%, respectivamente. Na região Norte, a positividade foi de 0,01%, na 

Centro-Oeste de 0,02% e Sul nenhum caso foi diagnosticado. Nas áreas endêmicas para 

esquistossomose, a proporção de positivos foi de 0,27% e 3,28% nos municípios com mais ou 

menos de 500.000 habitantes, respectivamente. Os estados que apresentaram as maiores 

proporções de positivos, nos municípios com população até 500 mil habitantes, estavam 

localizados em Sergipe (10,67%), Pernambuco (3,77%), Alagoas (3,35%), Minas Gerais 

(5,81%) e Bahia (2,91%). Nos municípios com mais de 500.000 habitantes, os índices foram 

acentuados no Rio de Janeiro (2,80%) em Pernambuco (2,48%) e em Sergipe (2,28%). Com 

exceção do Espírito Santo (1,02%), em todos os outros estados a proporção de positivos foi 

menor que 0,5% (Katz, 2018) (Figura 2).  

Mesmo com sucessivas ações no combate da esquistossomose, constataram-se ainda 

altas taxas de positividade nos estados de Sergipe, Minas Gerais (Figura 3), Alagoas, Bahia e 

Pernambuco. No Brasil, as áreas com prevalências da doença acima de 25%, são classificadas 

como alta endemicidade, entre 5 e 25% média e igual ou inferior a 5%, baixa endemicidade 

(Favre, 2012; MS, 2014). Nas últimas décadas os casos foram detectados através da técnica de 

K-K, analisando 1 ou 2 lâminas de uma amostra dependendo da determinação do Ministério 

da Saúde (Favre, 2012; MS, 2014). O INPEG foi realizado utilizando 2 lâminas, o que 

permite a inferência da prevalência 3 a 4 vezes maior baseando-se na limitação do método 

frente ao perfil epidemiológico atual do país caracterizado por infecções de baixa intensidade. 

Esse fator foi estimado de acordo com trabalhos prévios realizados em diferentes áreas 



28 

 

 

endêmicas do Norte de Minas Gerais, empregando uma rigorosa avaliação parasitológica, 

visando um número mais próximo da real prevalência da esquistossomose (Siqueira et al., 

2011; Siqueira et al., 2015; Siqueira et al., 2016). Esses dados confirmam que a prevalência 

está subestimada devido à baixa sensibilidade do método atualmente empregado (K-K 

2L/1A). Uma vez que a prevalência é um indicador na elaboração de estratégias de controle, a 

subestimação de casos pode influenciar nas tomadas de decisões e delineamento de novas 

metas quando a eliminação é um objetivo a ser alcançado (WHO, 2012a).  

 
Figura 1: Mapa mundial da prevalência da esquistossomose, 2012. Fonte: WHO 2012. Disponível em 
<http://www.WHO.int/schistosomiasis/Schistosomiasis_2012-01.png?ua=1>. Acesso em 15 de maio de 2018. 
 
 

 
Figura 2: Distribuição da esquistossomose de acordo com o INPEG 2010/2015. Fonte: INPEG 2018. 
Disponível em < http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/sinan/inpeg/RelatorioINPEG.pdf>. Acesso em 15 de maio de 
2018. 
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Figura 3: Localização espacial de Minas Gerais com a região endêmica em destaque. Fonte: Guimaraes et 

al., 2012. Disponível em <https://www.intechopen.com/books/schistosomiasis/a-study-of-schistosomiasis-
prevalence-and-risk-of-snail-presence-spatial-distributions-using-geo-sta>. Acesso em 28 de maio de 2018. 
 
 
 

3.2 Ciclo de vida do Schistosoma mansoni 

 
 
O parasito da espécie S. mansoni possui um ciclo de vida complexo, o qual apresenta 

uma fase de reprodução assexuada dentro do hospedeiro intermediário (caramujos 

pertencentes ao gênero Biomphalaria), e uma de reprodução sexuada dentro do hospedeiro 

vertebrado (ser humano ou outros mamíferos). O ciclo de vida tem início quando os ovos são 

eliminados junto às fezes do hospedeiro vertebrado no meio aquático, liberando os miracídios, 

os quais irão penetrar nos moluscos. Os ovos eliminados juntamente com as fezes podem 

sobreviver de 2 a 5 dias em fezes de consistência sólida e 24 horas em fezes diarreicas. O 

contato com a água promove a dissolução das fezes e liberação dos ovos no meio líquido, 

provocando a eclosão e liberação das larvas ciliadas, os miracídios. Os miracídios nadam até 

encontrarem o caramujo, onde penetram através do tecido do mesmo; a partir desse ponto 

inicia-se a reprodução assexuada. Após etapas sucessivas de transformação, a larva passa a ser 

chamada esporocisto primário e, posteriormente, esporocisto secundário, nos quais as células 

germinativas multiplicam-se dando origem às cercárias de cauda bifurcada, após 25 a 30 dias 
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da infecção. As cercárias, liberadas pelos caramujos, nadam e podem entrar em contato com o 

hospedeiro, onde penetram ativamente pela pele e mucosas. O homem se infecta ao entrar em 

contato com águas contaminadas com as cercárias. A penetração da cercária na pele produz 

uma dermatite alérgica no local de entrada, podendo em alguns casos desenvolver um rash 

cutâneo. Durante a penetração na pele, as cercárias perdem a cauda e transformam-se em 

esquistossômulos, os quais são transportados através dos vasos sanguíneos ou linfáticos para 

o lado direito do coração e depois para os pulmões. Através da circulação sistêmica, atingem 

o sistema porta hepático, onde ocorre a maturação dos vermes. Nas veias portais, os vermes 

adultos se acasalam, migram para veia mesentérica inferior, e a fêmea inicia a postura dos 

ovos de 4 a 6 semanas após a penetração cercariana. Parte desses ovos ganha a circulação e 

depositam-se em órgãos como o fígado, levando ao desenvolvimento de uma reação 

imunoinflamatória granulomatosa que resulta na formação dos granulomas, enquanto outros 

ovos podem depositar-se nas paredes intestinais produzindo granulomas, e parte destes 

alcançar a luz intestinal sendo eliminados junto as fezes, dando continuidade ao ciclo 

(Jenkins-Holick e Kaul, 2013) (Figura 4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. O esquema representa o complexo ciclo de vida do 
Schistosoma mansoni, evidenciando a fase de reprodução assexuada dentro do hospedeiro intermediário 
(caramujos pertencentes ao gênero Biomphalaria), e a fase de reprodução sexuada dentro do hospedeiro 
vertebrado (homem). Fonte: adaptado de CDC: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ Schistosomiasis.htm. 
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3.3 Controle da esquistossomose mansoni 
 
 

Os programas de controle da esquistossomose devem abranger múltiplos componentes 

como o tratamento dos indivíduos associado ao uso de moluscicidas, à educação e promoção 

da saúde, o melhoramento do saneamento básico e abastecimento de água, e a busca ativa de 

casos por meio de um diagnóstico sensível e seguro (Sarvel et al., 2011; Rollinson et al., 

2013). Entretanto, essas medidas profiláticas são dificultadas pelo padrão socioeconômico 

precário dos países acometidos e a falta de interesse de políticas públicas. Programas focados 

na erradicação de espécies de caramujos não resultam em completa erradicação destes 

moluscos, além de ser uma abordagem difícil de ser sustentada, pois os moluscicida não tem 

ação específica contra as espécies, podendo ocasionar um desastre ecológico no ambiente 

aquático (Fenwick et al., 2006). No Brasil, o uso de moluscicidas é limitado e usado em 

situações excepcionais (Coelho e Caldeira, 2016).  

Uma das medidas mais utilizadas atualmente no controle da esquistossomose é o 

tratamento com PZQ. Os programas de controle adotados na África são focados no tratamento 

em massa da população enquanto no Brasil, o tratamento é realizado mediante o diagnóstico 

individual (Rollinson et al., 2013; MS, 2014; WHO, 2016a). O PZQ é ativo contra todas as 

espécies de Schistosoma e eficaz contra formas adultas do parasito, entretanto é pouco eficaz 

contra as formas imaturas (Silva-Moraes et al., 2013). Essa falha terapêutica tem sido 

associada a infecções tardias provenientes de formas jovens que não são efetivamente 

eliminadas com o tratamento. O grande valor atribuído a esse fármaco está relacionado à sua 

baixa toxicidade e baixo custo, tornando-o medicamento de escolha pela OMS (WHO, 

2016a).  

O tratamento em massa sem diagnóstico prévio para controle da morbidade em áreas 

de alta prevalência tem sido conduzido na África. O objetivo delineado para 2030 é tratar 

mais de 75% das crianças e adolescentes que vivem em áreas endêmicas (WHO, 2016a). De 

acordo com a OMS, em áreas com endemicidade alta (prevalência > 50%), todas as crianças e 

adultos sob risco devem ser tratados anualmente. Em áreas de endemicidade moderada 

(prevalência 10-50%), todas as crianças em idade escolar devem ser tratadas uma vez a cada 

dois anos. Em áreas de endemicidade baixa (prevalência <10%), crianças em idade escolar 

devem ser tratadas duas vezes durante o período escolar; no primeiro e último ano (WHO, 

2012b). Entretanto, existem certas falhas e críticas para este tipo de intervenção, tais como 

dificuldades logísticas e financeiras e a possibilidade de desenvolvimento de resistência ao 
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medicamento. Nos países africanos a empresa Merck oferece suporte financeiro na 

distribuição de PZQ (Colley, 2014; WHO/PAHO, 2014).   

No Brasil o tratamento em massa não é recomendado fazendo do diagnóstico uma das 

medidas mais importantes no controle da doença no país. O tratamento em massa sem 

diagnóstico prévio é considerado uma conduta inapropriada e com efeito transitório nos 

indicadores da doença (Favre, 2012). São realizados inquéritos coproparasitológicos, com 

subsequente tratamento com PZQ dos indivíduos positivos. O PZQ é produzido pela 

Farmanguinhos (Fiocruz) e distribuído pelo Ministério da Saúde sem custo a população o que 

amplia mais a adesão ao tratamento (MS, 2014). Para atender as metas de eliminação da 

resolução WHA65.21, o Ministério da Saúde adotou um plano de ação em 222 municípios em 

9 estados endêmicos do Brasil. A estratégia de diagnóstico e tratamento foi baseada da 

seguinte forma: avaliação anual com tratamento de toda a população para áreas com 

prevalência ≥ 50%; avaliação bienal com tratamento dos casos positivos e moradores da 

mesma residência para áreas entre 25-50% de prevalência; avaliação bienal com tratamento 

dos casos positivos para áreas entre 5-25% de prevalência; e busca passiva de casos e 

tratamento específico para áreas < 5% (Favre, 2012; MS, 2014; Favre et al., 2015). Estas 

atividades são registradas no Sistema de Informação do Programa de Controle da 

Esquistossomose (SISPCE). Em áreas não endêmicas, a notificação é compulsória no Sistema 

de Informação de Agravos de Notificação (SINAN).  

Embora O PZQ esteja disponível e tenha contribuído para a redução da morbidade, 

apenas 20,7% da população global que necessita de tratamento foi medicada em 2014 (WHO, 

2016c). Existe ainda um grande número de reinfecções em áreas endêmicas e propagação da 

doença para novas áreas, o que demonstra que este método não tem obtido sucesso no 

controle da transmissão (Kittur et al., 2017). Alguns estudos vêm abordando a incorporação 

de vacinas nos programas de controle da esquistossomose em associação com o tratamento ou 

como um método isolado. Até o momento não existe uma vacina disponível contra a 

esquistossomose. Isso se deve principalmente à complexidade do parasito e a um 

conhecimento incompleto dos mecanismos imunológicos do hospedeiro capaz de eliminar a 

infecção (Alsallaq et al., 2017).  

O diagnóstico apresenta importante papel no controle da esquistossomose, 

principalmente em áreas que alcançaram o controle da morbidade e as cargas parasitárias 

foram reduzidas (WHO, 2012a; Gomes et al., 2014). Nos últimos anos, estudos apontaram 

que a prevalência da esquistossomose está sendo subestimada devido à falta de sensibilidade 

do método de K-K no diagnóstico de infecções de baixa intensidade (Enk, Lima, et al., 2008; 
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Siqueira et al., 2015; Siqueira et al., 2016). As ações adotadas dentro dos programas de 

controle são conduzidas de acordo com os dados de prevalência, de modo que a subestimação 

da prevalência pode consequentemente diminuir a abrangência do tratamento e retardar a 

eliminação da doença. O diagnóstico acurado fornece resultados seguros permitindo o 

tratamento adequado dos indivíduos. Isso impede a evolução para formas graves e bloqueia a 

eliminação de ovos, contribuindo dessa forma para a interrupção da transmissão através da 

interrupção do ciclo (Enk, Lima, et al., 2008; Gomes et al., 2014; Utzinger et al., 2015). 

A desigualdade social e a não eliminação da condição de pobreza são os fatores 

principais relacionados à permanência da transmissão da doença no Brasil (Katz, 2018). Ao 

lado do diagnóstico acurado e do tratamento, o investimento em saneamento básico é 

ressaltado como grande prioridade sobre a eliminação da esquistossomose e demais doenças 

relevantes para saúde pública. Políticas públicas voltadas para a educação em saúde e 

melhoria do abastecimento de água requerem um ritmo mais intenso do que o observado nos 

últimos anos (Katz, 2018). Outros fatores que podem ser mencionados são os hábitos de vida 

(recreação, pesca e agricultura), ecoturismo, migração interna de pessoas infectadas, 

disseminação dos hospedeiros intermediários, o clima tropical e a inexistência de uma vacina 

eficaz (Enk, Amaral, et al., 2010; Enk, Lima, et al., 2010; Utzinger et al., 2010; Rollinson et 

al., 2013). 

 
 

3.4 Imunopatologia da esquistossomose mansoni 
 
 
A sintomatologia clínica corresponde ao estágio de desenvolvimento do parasito no 

hospedeiro e varia dependendo da carga parasitária e da resposta imunológica do indivíduo. A 

esquistossomose pode se apresentar sob forma aguda ou forma crônica, a diferença das 

formas é em relação às manifestações clínicas e imunológicas (Barsoum et al., 2013; Colley e 

Secor, 2014).  

A fase aguda (ou inicial) é detectada, normalmente, em indivíduos não residentes de 

áreas endêmicas, que entram em contato com águas contaminadas por cercárias de S. mansoni 

pela primeira vez, como por exemplo, viagens de turismo. A fase aguda inicia-se com a 

penetração das cercárias através da pele do hospedeiro definitivo, seguida da migração de 

esquistossômulos e vermes adultos pelos tecidos do hospedeiro humano e início da oviposição 

(Haas et al., 1997). A resposta do sistema imune do hospedeiro definitivo contra o S. mansoni 

inicia-se com a penetração das cercárias na pele. As cercárias liberam diversas moléculas 
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imunogênicas por meio da secreção das glândulas acetabulares, que auxiliam no processo de 

penetração e na transformação em esquistossômulos (Haas et al., 1997). A resposta é 

inicialmente inata durante essa fase de invasão, seguida por uma resposta imune adaptativa 

tipo Th1 dominante, poucos dias depois. A partir do amadurecimento dos parasitos, por volta 

da sexta semana, começa a produção de ovos e a resposta imune do tipo Th1 (IFN- γ, IL-2, 

IL-1, IL-6), característica do início da infecção, começa a declinar, enquanto a resposta do 

tipo Th2 (IL-4, IL-13, IL-5, IL-10) aumenta (Burke et al., 2009). 

Os sinais e sintomas exibidos durante essa fase estão associados à carga parasitária e 

ao desenvolvimento de uma resposta imune exacerbada. Os sintomas mais comuns são febre, 

mal-estar, diarreia, vômitos, anorexia, cefaleia, dor abdominal, perda de peso, tosse seca, 

acompanhados por eosinofilia acentuada e leucocitose (Lambertucci, 2010). Algumas destas 

manifestações podem surgir alguns dias após a exposição cercariana ou, mais frequentemente, 

cerca de um mês depois, coincidindo com o começo da eliminação de ovos nas fezes. Os 

quadros agudos podem também ser assintomáticos, e paradoxalmente, desencadear um quadro 

invasivo com distribuição sistêmica de ovos. A fase crônica se instala aproximadamente após 

quatro meses (Rabello, 1995).  

A grande maioria dos indivíduos residentes em área endêmica são portadores da 

infecção crônica. Esse quadro está associado à formação dos granulomas nos tecidos de 

diferentes órgãos, como intestino, fígado, baço e até mesmo o sistema nervoso central (Bina e 

Prata, 2003). O granuloma é uma consequência da reação inflamatória aos ovos que não 

foram excretados nas fezes e ficam retidos no parênquima hepático e nos tecidos do 

hospedeiro. A presença dos ovos no organismo do hospedeiro induz a formação de reação 

inflamatória focal, constituída por uma variedade de células mononucleares fagocíticas e uma 

expressão aumentada das citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) e IL-10 (Burke et al., 

2009; Hams et al., 2013). Candido e colaboradores (2017) demonstraram que os antígenos 

solúveis liberados pelos poros dos ovos de S. mansoni são os maiores responsáveis pela 

indução da resposta imune no hospedeiro. Experimentos em camundongos demonstraram 

uma significativa resposta humoral após 58 dias de imunização com ovos sonicados enquanto 

que essa diferença não foi observada quando ovos intactos foram inoculados (Candido et al., 

2017).  

A fase crônica da esquistossomose é caracterizada pela imunomodulação do 

granuloma geralmente acompanhada por uma redução da produção de citocinas do tipo Th2 e 

Th1 (Barsoum et al., 2013). A produção de IL-10 diminui a produção de citocinas pró-

inflamatórias modulando a infecção. A reação inflamatória relacionada ao granuloma e uma 



35 

 

 

prolongada produção de IL-4 e IL-13 contribui para inflamação no fígado e fibrose levando a 

morbidade associada à fase crônica (Wynn e Barron, 2010). Entretanto, o granuloma também 

é benéfico uma vez que “sequestra” os antígenos liberados pelos ovos, os quais apresentam 

efeito hepatotóxico. Isso permite a sobrevivência do hospedeiro protegendo-o contra uma 

resposta imunológica exacerbada (Hams et al., 2013). Wilson e colaboradores (2014) 

demonstraram que o nível de citocinas do tipo 2 estimuladas por meio dos antígenos solúveis 

do ovo aumentam 1 e 2 anos após o tratamento em realação a fase pré tratamento em uma 

análise realizada em crianças de uma área endêmica. Ao contrário disso, as citocinas 

proinflamatórias estão aumentadas antes do tratamento e diminuem após o período do 

tratamento (Wilson et al., 2014). 

Mais de 90% dos residentes de área endêmica desenvolvem a forma crônica branda, 

sendo esta considerada a forma intestinal e muitas das vezes assintomática. A forma crônica 

branda geralmente é caracterizada pela baixa carga parasitária dos indivíduos e reação 

inflamatória granulomatosa de menor intensidade no fígado e intestino. Os sintomas mais 

comuns da forma intestinal são dores abdominais crônicas ou intermitentes, perda de apetite e 

diarreia. Uma pequena porcentagem evolui para as formas crônicas mais graves; 

hepatointestinal e hepatoesplênica (Caldas et al., 2008). As formas hepáticas estão associadas 

a uma infecção duradoura, de alta intensidade, com fibrose grave e com consequente oclusão 

de veias portas, hipertensão-portal, esplenomegalia, circulação venosa colateral e varizes 

gastrointestinais podendo levar a morte (Caldas et al., 2008). As lesões do sistema nervoso 

central são devido à localização ectópica dos ovos, sendo a radiculomielopatia 

esquistossomótica a forma mais grave (Ferrari e Moreira, 2011). 

Os fatores que determinam o aparecimento das diferentes manifestações clínicas ainda 

não estão completamente elucidados. É de conhecimento que uma alta carga parasitária está 

diretamente relacionada ao aparecimento de formas clínicas mais graves da doença e que pode 

favorecer o desenvolvimento da forma hepatoesplênica da doença (Bina e Prata, 2003). 

Porém, a intensidade da infecção não é o único fator responsável por determinar a gravidade 

da doença, já que em áreas hiperendêmicas a percentagem de indivíduos com formas graves é 

pequena (Bina e Prata, 2003). No Brasil a maioria das pessoas com esquistossomose não 

apresentam as formas graves da doença devido aos programas de controle implementados ao 

longo dos anos. São comuns lesões mais brandas, porém não menos significativas, com 

problemas de crescimento, anemia, dor abdominal, intolerância a exercícios, baixo 

desempenho escolar e reduzida capacidade de trabalhar (Rollinson et al., 2013).  
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O papel biológico das imunoglobulinas na esquistossomose é bastante complexo e 

continua sendo alvo de estudos. Existem evidências de que as classes e subclasses de 

anticorpos anti-Schistosoma variam com a idade do indivíduo, estado nutricional, intensidade 

e tempo de infecção, como também com a presença de reinfecções (Oliveira et al., 2004). No 

início da infecção pelo S. mansoni, ocorre a ativação do sistema complemento, inicialmente 

através da via alternativa e produção de anticorpos específicos das classes IgE, IgG (IgG1, 

IgG2, IgG3 e IgG4), IgM, IgA. Na fase crônica são descritos altos títulos dos anticorpos 

IgG1, IgE e IgG4 (Pearce e Macdonald, 2002; Caldas et al., 2008). A citocina IL-4, secretada 

pelas células Th2, induz as células B a secretarem IgG1 e IgE. Já os altos níveis de IgG1 

podem estar relacionados com a síntese de citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) (Silva et 

al., 2004). A produção dos anticorpos IgE e IgG4 depende, inicialmente, de IL-4 ou IL-13 

produzidos por células Th2. E essas imunoglobulinas demonstram estar relacionadas 

respectivamente a resistência e susceptibilidade de indivíduos em áreas endêmicas, onde as 

reinfecções são constantes (Caldas et al., 2008). 

 
 

3.5 Diagnósticos disponíveis  
 
 
Atualmente, existem diferentes metodologias disponíveis para o diagnóstico da 

esquistossomose. Entre elas estão os métodos coproparasitológicos, os imunológicos e 

moleculares. Mesmo com muitos esforços de diversos institutos de pesquisas e pequenas 

empresas no desenvolvimento de ferramentas com alto desempenho no diagnóstico, nenhuma 

destas faz parte das diretrizes da OMS. A técnica de K-K permanece como a única técnica 

padronizada pela OMS no controle da esquistossomose, adotada desde 1985 (Katz et al., 

1972; WHO, 2012a). Durante os programas de controle de morbidade, os quais tem como 

objetivo a redução de prevalências altas (>50%) e moderadas (20-50%) para prevalências 

menores que 1%, K-K possui um desempenho satisfatório. Quando os programas alcançam o 

nível de eliminação como o foco principal, essa técnica não é compatível devido à baixa 

sensibilidade em detectar indivíduos com baixa carga parasitária, os quais retratam a maioria 

da população acometida atualmente (Lim et al., 2018).  

Estudos recentes conceituaram quatro fases durante os programas de controle nos 

quais a acurácia do diagnóstico se faz uma exigência para alcançar o objetivo final de 

eliminação da doença como um problema de saúde pública: fase inicial de mapeamento das 

áreas a fim de determinar a prevalência e identificar as estratégias de controle (use-case 1); 
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fase de monitoramento do progresso das estratégias adotadas (use-case 2); fase de 

confirmação da interrupção da transmissão (use-case 3) e fase de vigilância epidemiológica 

para verificar a sustentabilidade após a interrupção da transmissão (use-case 4) (Lim et al., 

2018). Essas etapas estão representadas na figura 5. Os autores enfatizam que a proposta de 

um novo teste deveria atender essas quatro fases isoladamente ou combinadas (Solomon et 

al., 2012; Lim et al., 2018).  

 

 

 
Figura 5: Definição das fases dos programas de controle direcionados a eliminação da esquistossomose. 
Fonte (Lim et al., 2018) 

  
 

3.5.1 Métodos parasitológicos  
 

 

Os exames parasitológicos de fezes são muito utilizados por permitirem a visualização 

microscópica do parasito (ovo). A demonstração direta constitui método de diagnóstico de 

certeza, o que inclui um valor significativo a essas análises. Embora exames parasitológicos 

negativos não indiquem a ausência da doença, levando em consideração os indivíduos em fase 

pré-patente e aqueles com baixa eliminação de ovos, esses testes ainda são muito utilizados 

pelo baixo custo e sua praticidade em áreas com infraestrutura precária (Enk, Lima, et al., 

2008; Siqueira et al., 2011; Oliveira et al., 2018). 

Os exames parasitológicos se dividem em análises qualitativas e quantitativas. Os 

métodos qualitativos caracterizam-se pela capacidade de identificação dos tipos de parasitos 

que o indivíduo possui sem realizar a quantificação da carga parasitária. Dentre estes estão os 
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métodos de Sedimentação Espontânea (Hoffmann et al., 1934) e o Centrífugo-sedimentação 

(MIFC) ou método de Blagg (Blagg et al., 1955). Essas técnicas são utilizadas na rotina 

laboratorial, pois permitem a pesquisa de vários parasitos intestinais a um baixo custo e 

simplicidade operacional.  

Os métodos quantitativos possuem a capacidade de determinar a quantidade de ovos 

eliminados por grama de fezes. Isso permite estimar a intensidade da infecção, que é um 

indicador da endemicidade da área de estudo (WHO, 2011). Dentre estes se destacam os 

métodos K-K (Katz et al., 1972), Gradiente Salino (GS) (Coelho, Jurberg, et al., 2009), 

Helmintex (Fagundes Teixeira et al., 2007) e o mais recentemente introduzido Mini-FLOTAC 

(Barda, B. D. et al., 2013). A biópsia também é realizada para a percepção de ovos nos 

tecidos, porém caracteriza um método invasivo e pouco utilizado na prática clínica, a não ser 

em poucos casos onde a patologia atingiu pontos críticos para a saúde do paciente e os 

resultados obtidos precisam ser confirmados por outras técnicas (Rabello et al., 1992). 

 

 

Kato-Katz  

 

 

O exame parasitológico de fezes K-K é um método qualitativo e quantitativo, 

consistindo na identificação e quantificação do número de ovos nas fezes (Katz et al., 1972). 

A técnica de Kato & Miura (1954), tornou-se internacionalmente conhecida em 1966 e foi 

posteriormente modificada por Katz e colaboradores (1972). As lâminas são confeccionadas 

através de uma placa de plástico contendo um orifício central de 6 mm de diâmetro, na qual é 

adicionada uma quantidade de fezes (41,7 ± 2,0 mg) filtrada por meio de uma tela de plástico. 

O K-K continua sendo o método de referência adotado pela OMS, devido à sua simplicidade, 

especificidade, acurácia e praticidade em situações de infraestrutura laboratorial precária e 

baixo custo operacional (Carneiro et al., 2012; Pinheiro et al., 2012; Siqueira et al., 2015). 

O método de K-K é capaz de diagnosticar com precisão infecções moderadas e 

intensas as quais as cargas parasitárias são altas (> 100 opg). Entretanto, isso não ocorre em 

infecções leves, quando as cargas parasitárias são baixas, como resultado dos programas de 

controle ao longo dos anos ou tratamentos em massa da população (De Vlas et al., 1992; Enk, 

Lima, et al., 2008; Siqueira et al., 2015). As situações associadas à redução ou ausência de 

ovos nas fezes podem ser infecções recentes ou imaturas, infecções unissexuais, oviposição 
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parasitária inconstante, retenção de grande parte dos ovos no tecido devido à fibrose da 

mucosa e submucosa intestinal (Rabello, 1997).   

Entre as alternativas para suprir essas limitações, estão o aumento do número de 

amostras (coletadas em dias diferentes), o aumento do número de lâminas analisadas e a 

combinação de mais de um teste parasitológico. Rabello e colaboradores (1992) sugeriram 

que o K-K (2 L) realizado a partir de três amostras coletadas em dias diferentes poderia ser 

uma alternativa para identificação de cargas parasitárias baixas (Rabello et al., 1992). Os 

dados de Enk e colaboradores (2008) corroboraram com os anteriores, nos quais a prevalência 

obtida por K-K (1L/1A) foi de 13,8% enquanto que K-K (2 L) de cada uma das amostras 

coletadas em dias diferentes (6L/3A) foi de 25,9%. Além disso, quando o teste de centrífugo-

sedimentação por formol-éter (FECT) foi combinado ao K-K, uma prevalência de 35,4% foi 

atingida (Enk, Lima, et al., 2008). Embora as taxas de positividade aumentem com a análise 

de diferentes amostras, esse procedimento pode dificultar a logística nos programas de 

controle, sendo mais viável trabalhar com uma única amostra (Gomes et al., 2014; Siqueira et 

al., 2015).  

Uma extensa avaliação tem sido realizada nas áreas de baixa endemicidade no norte de 

Minas Gerais (média = 5 opg) utilizando a técnica de K-K com 24 L provenientes de uma 

única amostra fecal. Siqueira e colaboradores (2015) demonstraram que a taxa de positividade 

aumentou de 8% para 14,4%, na análise 2 L e 12 L de K-K, respectivamente, da mesma 

amostra. Quando um teste comercial (TF-Test) foi adicionado ao estudo, a prevalência da área 

foi 35,8%. Esse valor representa 4,5 vezes mais que análise pelo método atualmente adotado 

pela OMS (K-K 2L/1A) na avaliação de casos (Siqueira et al., 2015). Em uma área endêmica 

localizada próxima a descrita anteriormente, a taxa de positividade aumentou de 10,6% para 

19,1% analisando 2 L e 24 L, respectivamente. Além disso, a adição da técnica de GS levou a 

prevalência de 24,1% (Siqueira et al., 2016).  

A preocupação em ter somente o K-K (2 L) como indicador de prevalência vem 

aumentando devido à subestimação dos dados reais, principalmente quando se quer saber se 

as intervenções de controle foram eficazes e se a área está próxima de eliminar a transmissão. 

Nas áreas sob sucessivos tratamentos, as cargas parasitárias caem e a morbidade é controlada, 

entretanto isso não significa a cura dos indivíduos. Um único casal de vermes adultos não 

eliminado durante o tratamento é capaz de manter a oviposição e dar continuidade a 

transmissão da doença.     
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Gradiente salínico  

 

 

A técnica do GS foi criada com o objetivo de desenvolver uma ferramenta com alta 

sensibilidade e de simples execução no campo, constituindo uma alternativa para o K-K, 

atualmente padronizado (Coelho, Jurberg, et al., 2009). O princípio desta técnica se baseia na 

alta densidade dos ovos de S. mansoni sedimentarem em gradiente de concentração de 

solução de cloreto de sódio (solução salina). Um procedimento de GS corresponde a 500 mg 

de fezes que equivalente a análise de 12 L de K-K. Essa quantidade de fezes é colocada sob 

um fluxo contínuo (20 min) de solução salina a 3% passando por uma placa porosa e 

promovendo a suspensão e a retirada de detritos de baixa densidade da amostra fecal que está 

diluída em solução salina a 0,9%. Os ovos de S. mansoni possuem alta densidade e 

permanecem na superfície da placa porosa acoplada a este fluxo. O sedimento contendo os 

ovos é adicionado em uma lâmina e analisado ao microscópio óptico. O aprimoramento da 

técnica nos últimos anos permitiu a preparação de até 12 amostras simultaneamente por hora 

equivalente a 144 L de K-K (12 L x 12 A) (Coelho, Jurberg, et al., 2009) (Figura 6). 

A técnica de GS possui como grande vantagem a redução no número final de lâminas 

por procedimento e consequentemente menor tempo da análise microscópica pelo técnico. 

Além disso, os ovos mantidos em formol a 10% mantem sua morfologia intacta por meses e 

são facilmente identificados, ao contrário do que ocorre com a técnica de K-K, que preserva 

apenas o contorno externo dos ovos (Coelho, Jurberg, et al., 2009). O GS é uma técnica de 

baixo custo, de execução fácil e rápida em populações com até 350 indivíduos. Coelho e 

colaboradores vêm utilizando essa técnica combinada ao K-K (24 L) como teste de referência 

na determinação da prevalência em áreas de baixa endemicidade no norte de Minas Gerais 

(Coelho et al., 2016; Siqueira et al., 2016; Grenfell et al., 2018). Coelho e colaboradores 

(2009) demonstraram que esta técnica, examinando-se 500 mg de fezes, apresentou maior 

sensibilidade que 12 L de K-K (12 x 41,7 mg ~ 500 mg) de uma única amostra fecal (Coelho, 

Jurberg, et al., 2009). Por outro lado, Oliveira e colaboradores (2018) demonstraram que 

empregando 500 mg de fezes a prevalência por K-K (30,3%) foi superior a análise do GS 

(21,3%) (Oliveira et al., 2018).      
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Figura 6. Aparelho da técnica do Gradiente Salínico. Fonte: (Coelho, Jurberg, et al., 2009) e do arquivo da 
autora. 
 

 

Outras alternativas parasitológicas   

 

 

O Helmintex é uma técnica que vem demonstrando alta sensibilidade devido a grande 

quantidade de amostra fecal analisada. Ele baseia-se na análise de 30g de uma amostra fecal, a 

qual é submetida a repetidos processos de filtração e sedimentação e, posteriormente, 

combinada com esferas paramagnéticas (Fagundes Teixeira et al., 2007). Deste modo, a 

amostra torna-se mais límpida, o que facilita a leitura em microscopia ótica. Pinheiro e 

colaboradores (2012) observaram uma prevalência de 47,1% pelo Helmintex contra 8,75% 

pelo K-K (2 L) e 18% do GS (500 mg) (Pinheiro et al., 2012). Subsequentemente, Oliveira e 

colaboradores (2018) determinaram prevalências de 40,4%, 20,43% e 21,32% utilizando as 

mesmas técnicas, respectivamente (Oliveira et al., 2018). Apesar de possuir sensibilidade 

superior ao K-K (2 L) principalmente em indivíduos com carga parasitária baixa, esse método 

é inadequado tanto para a atividade de campo quanto para a realização de exames rotineiros. 

Sua recomendação seria estrita a um instrumento final de rastreamento na execução de algum 

algoritmo (avaliação de riscos, análise de K-K, sorologia e análise Helmintex) e como teste de 

referência na avaliação de desempenho de novos métodos (Oliveira et al., 2018).  

O Mini-FLOTAC foi recentemente introduzido e é baseado numa modificação do 

FLOTAC, que foi testado primeiramente na detecção de helmintoses em animais e, 

subsequentemente, validado em humanos (Barda, B. D. et al., 2013). O princípio é a 

homogeneização das fezes em formalina, seguido da filtração para remoção dos debris e 

adição de uma solução de flutuação com gravidade específica (cloreto de sódio e sulfato de 
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zinco). São esperados cerca de 10 min para que os ovos flutuem e o material possa ser 

transferido para lâminas e visualização no microscópio. Em uma das suas primeiras 

aplicações em áreas endêmicas, esse método detectou um número maior de infecções por S. 

mansoni (49%) em comparação ao K-K (33%), porém com baixa concordância (Kappa = 

0,53) (Barda, B. et al., 2013). Uma das vantagens do Mini-FLOTAC é a análise de fezes 

fixadas em formalina armazenadas em até três meses com sensibilidade comparável ao K-K 

(2 L) preparado de amostras frescas (89,2% e 95,9%, respectivamente) (Coulibaly et al., 

2016). No Brasil esse método foi empregado somente na detecção veterinária (Lima et al., 

2015).  

 

3.5.2 Métodos imunológicos  
 

 

O sistema imune elucida uma resposta específica a diferentes antígenos do parasito 

permitindo a manipulação da identificação da reação antígeno-anticorpo em diferentes 

imunoensaios. As técnicas são baseadas na detecção de anticorpos (indireta) e de antígenos 

(direta). Esses testes podem ter diferentes sensibilidades e especificidades dependendo da 

metodologia empregada e da população estudada (Doenhoff et al., 2004). A detecção de 

anticorpos possui alta sensibilidade e tem sido empregada na detecção de indivíduos de área 

não endêmica recém-expostos a área de transmissão (Van Gool et al., 2002; Smith et al., 

2012; Lambertucci et al., 2013; Infurnari et al., 2017), e como método adicional as técnicas 

parasitológicas na detecção de indivíduos de áreas de baixa endemicidade (Kanamura et al., 

1998; Da Frota et al., 2011; Espirito-Santo et al., 2014). A detecção de antígenos se destaca 

da detecção de anticorpos devido à sua maior especificidade. O uso de anticorpos 

monoclonais aliado a essas técnicas podem diferenciar infecções atuais de infecções passadas 

e, potencialmente, estimar a intensidade de infecção, se aproximando mais das técnicas 

parasitológicas (Van Lieshout et al., 2000; Van Dam et al., 2004; Grenfell et al., 2014). O 

ELISA, o qual tem sido adaptado para tiras imunocromatográficas disponível em cassetes no 

formato point-of-care (POC), são os testes mais empregados atualmente (Hinz et al., 2017).  
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Detecção de anticorpos  

 

 

A detecção sorológica de anticorpos anti-Schistosoma em amostras humanas 

determina se um indivíduo foi previamente exposto ao parasito. Na maioria dos casos, os 

anticorpos se desenvolvem 6-8 semanas depois da infecção e podem ser identificados no soro 

antes que ovos sejam detectados na urina ou fezes, o que determina sua alta sensibilidade 

(Hinz et al., 2017). As metodologias baseadas na identificação de anticorpos têm sido 

empregadas, principalmente na detecção de indivíduos com coproscopia negativa (Kanamura 

et al., 1998; Van Gool et al., 2002; Da Frota et al., 2011; Smith et al., 2012; Lambertucci et 

al., 2013; Espirito-Santo et al., 2014; Infurnari et al., 2017). As maiores aplicações destes 

testes estão relacionadas a indivíduos sintomáticos de áreas não endêmicas com histórico de 

contato em algum foco de transmissão (fase pré-patente ou aguda), ao mapeamento de áreas 

sob risco de infecção e à identificação de indivíduos com baixas cargas parasitárias (até 1 

opg) (Noya et al., 2002; Lambertucci et al., 2013; Espirito-Santo et al., 2014).  

Dentre as desvantagens da detecção indireta como ferramenta diagnóstica está a falta 

de indicação da intensidade da infecção (baixa correlação entre a titulação e anticorpos e a 

carga parasitária), à ocorrência de reações cruzadas com outros helmintos (os helmintos 

compartilham muitos antígenos semelhantes) e a não detecção da infecção ativa (indivíduos 

tratados e curados permanecem com anticorpos circulantes após o tratamento) (Doenhoff et 

al., 2003; Doenhoff et al., 2004; Grenfell, Silva-Moraes, et al., 2012; Gomes et al., 2014; 

Kalenda et al., 2015; Cosenza et al., 2017).  

Existem várias técnicas disponíveis para identificar o complexo antígeno-anticorpo, 

mas poucas alcançaram as etapas de validação do desenvolvimento (Corstjens et al., 2014; 

Utzinger et al., 2015). Atualmente, o ELISA é o teste mais frequentemente usado para 

sorologia, oferecendo a opção de detectar diferentes classes de anticorpos, bem como usar 

uma ampla gama de antígenos. Antígenos brutos (cercárias, esquistossômulos, vermes adultos 

e antígenos de ovos), proteínas purificadas e recombinantes, antígenos circulantes e peptídeos 

sintéticos têm sido amplamente utilizados (Kinkel et al., 2012; Hinz et al., 2017). Para ganhar 

acessibilidade às áreas de campo e com poucos recursos, os ensaios de ELISA têm sido 

transformados em testes rápidos disponíveis em tiras imunocromatográficas no formato POC 

(Mabey et al., 2004; Corstjens et al., 2014; Nausch et al., 2014).    

Dentre as aplicações da sorologia indireta, está o monitoramento de indivíduos que 

entraram em contato com áreas endêmicas e que não possuíam histórico de exposição ao 
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parasito (Coelho, Enk, et al., 2009; Enk, Amaral, et al., 2010; Enk, Lima, et al., 2010). Esses 

indivíduos podem desenvolver infecções agudas que são assintomáticas ou apresentam 

sintomas inespecíficos, de modo que o exame clínico e a microscopia do ovo por si só não 

atingem a sensibilidade satisfatória (Coelho, Enk, et al., 2009). Na prática clínica de atenção 

primária a saúde, sorologia positiva com K-K negativo é geralmente suficiente para 

prescrever o tratamento com PZQ (Van Gool et al., 2002; Lambertucci et al., 2013).  

Padronizações do ELISA com extratos de formas jovens têm demonstrado resultados 

significativos na detecção na fase inicial da doença. Na identificação da infecção crônica, o 

antígeno solúvel de cercárias demonstraram uma moderada sensibilidade e alta especificidade 

quando empregado na detecção de anticorpos (86,6% e 94,11%, respectivamente) (Sarhan et 

al., 2014). Na detecção de casos importados, ou seja de indivíduos de áreas não endêmicas, a 

sensibilidade foi baixa e a especificidade foi alta (47,6 e 95,2%, respectivamente) (Kinkel et 

al., 2012). Grenfell e colaboradores (2013) demonstraram a detecção de anticorpos no ELISA 

utilizando extrato solúveis de verme (SWAP) e esquistossômulos recém-transformados 

(SmTeg) de S. mansoni. Nessa análise, o IgG-ELISA-SWAP foi um dos critérios utilizados 

para fornecer o diagnóstico e tratar indivíduos expostos a uma lagoa contaminada na cidade 

histórica de São João Del Rei, Minas Gerais. O teste de IgG-ELISA-SmTeg mostrou maior 

taxa de positividade (80%) comparado ao SWAP (56%) nesse grupo (Grenfell, R. F., Martins, 

W., Drummond, S. C., et al., 2013; Lambertucci et al., 2013).  

Uma alternativa para identificação de infecções recentes seria a incorporação de multi-

isotipos de imunoglobulinas (Ig G/A/M/E) (Valli et al., 1997; Kanamura et al., 1998). Rabello 

e colaboradores (1995) demonstraram que a detecção de IgA-ELISA contra antígenos 

solúveis de ovo (SEA) é uma boa alternativa para diferenciar a infecção aguda e crônica por 

S. mansoni quando os isotípos de imunoglobulinas (IgA, IgM, IgG) foram determinados 

(Rabello, 1995). Um estudo subsequente semelhante confirmou o potencial de IgA e IgM-

ELISA contra SWAP no diagnóstico de casos agudos (Valli et al., 1997). 

Indivíduos residentes de área com transmissão são expostos o tempo todo a antígenos 

do parasito possuindo altos títulos de anticorpos sem estarem infectados. Da mesma forma, 

pacientes tratados não são diferenciados daqueles com infecção ativa, uma vez que os títulos 

de anticorpos permanecem altos por um período de meses após a cura (Doenhoff et al., 2004). 

Mesmo não constituindo métodos isolados, a detecção de anticorpos podem ser ferramentas 

auxiliares aos métodos parasitológicos convencionais na busca de casos em áreas sob risco de 

transmissão e áreas de baixa endemicidade. A detecção de anticorpos contra antígenos de 

verme e ovo são os mais utilizados, pois apresentam uma boa sensibilidade e diminuem os 
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casos falso negativos ocorridos quando poucas lâminas K-K são aplicadas (Kanamura et al., 

1998; Noya et al., 2002; Oliveira et al., 2005; Noya et al., 2006; Da Frota et al., 2011; 

Grenfell, R. F., Martins, W., Enk, M., et al., 2013). Espírito-Santo e colaboradores (2015) 

sugeriram o uso de IgG e IgM-ELISA como ferramentas de mapeamento de prevalência 

seguidos de sucessivos análises parasitológicas e moleculares em áreas de baixa endemicidade 

(Espirito-Santo et al., 2015). Grenfell e colaboradores (2013) mostraram a forte correlação de 

IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP quando comparado a um teste parasitológico de 

referência na identificação de indivíduos de uma área de baixa endemicidade (Grenfell, R. F., 

Martins, W., Enk, M., et al., 2013).  

Apesar da abundância antigênica dos extratos totais dos parasitos e alta sensibilidade 

na detecção de anticorpos, a especificidade é geralmente baixa devido à reatividade cruzada 

com infecções por outros helmintos (Doenhoff et al., 2004; Boukli et al., 2011). Estudos têm 

abordado o uso de antígenos circulantes, frações purificadas das formas evolutivas de S. 

mansoni, proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos com o objetivo de aumentar a 

especificidade dos testes indiretos (Hinz et al., 2017). A detecção de anticorpos contra o 

antígeno catódico circulante recombinante (CCAr) no teste de imunosseparação (IMS) 

demonstrou 100% de sensibilidade e 96% de especificidade empregando soros de indivíduos 

de uma área de baixa endemicidade do Brasil identificados por K-K (18 L) e soros de área não 

endêmica (Grenfell, R., Harn, D. A., et al., 2013). Além disso, o IMS utilizando o CCA 

purificado determinou 90% de sensibilidade e 92% de especificidade na avaliação após 

tratamento. A proteína recombinante de 200-kDa (rSm200) do tegumento de S. mansoni 

demonstrou 90% de sensibilidade e 93,3% de especificidade no IgG-ELISA com forte 

correlação com a carga parasitária em residentes da área endêmica anterior e residentes não 

endêmicos (Carvalho et al., 2014). Subsequentemente, ainda com as amostras provenientes 

dessas áreas, Carvalho e colaboradores (2017) apresentou o desempenho de um peptídeo 

sintético (n 5) com 96,15% de sensibilidade e 100% de especificidade no IgG-ELISA 

(Carvalho et al., 2017). Oliveira e colaboradores (2008) utilizaram um pool de peptídeos 

sintéticos no IgG-ELISA utilizando soros de pacientes com baixa carga parasitária e 

indivíduos saudáveis demonstrando uma sensibilidade de 86,8% e especificidade de 94,2% 

(De Oliveira et al., 2008).  
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Detecção de antígenos 

 

 

A sorologia direta, baseada na detecção de antígenos, possui vantagens significativas 

comparadas às técnicas indiretas, como especificidade, correlação positiva com a carga 

parasitária e, principalmente, determinação da infecção ativa (Van Lieshout et al., 2000; Van 

Dam et al., 2004; Stothard et al., 2011; Grenfell et al., 2014). Os antígenos catódicos e 

anódico circulantes, CCA e CAA, respectivamente, têm sido os mais investigados (De Jonge 

et al., 1990). Eles são derivados do epitélio do sistema digestivo do parasito e eliminados 

durante a regurgitação do sangue ingerido na circulação sanguínea do hospedeiro (Deelder et 

al., 1994; Van Dam et al., 1994). Dessa maneira, eles vêm demonstrando capacidade de 

indicar infecção ativa e servirem no monitoramento da cura, uma vez que seus níveis 

desaparecem poucos dias após o tratamento. Esses antígenos podem ser usados para 

determinação da intensidade de infecção, uma vez que estudos apontam a correlação com a 

contagem de ovos (Van Lieshout et al., 1993; Van Dam et al., 1994; Van Dam et al., 1996; 

Van Dam et al., 2004).  

A tecnologia de produção de anticorpos monoclonais possibilitou a busca de antígenos 

circulantes específicos do parasito em diferentes tipos de amostras. O ELISA para captura 

direta desses antígenos em área com prevalência moderada e alta mostrou alta correlação com 

a contagem de ovos (Deelder et al., 1994; Agnew et al., 1995). Um estudo realizado no Brasil 

avaliou a detecção de CCA por ELISA no soro de indivíduos com baixa carga parasitária e 

indivíduos saudáveis. O teste apresentou 92% de sensibilidade e 100% de especificidade, 

respectivamente, comparado à análise do K-K (16L/3A). A detecção de CCA pela técnica de 

IMS demonstrou uma forte correlação com a carga parasitária. Quando o anti-CCA marcado 

com um fluorocromo foi utilizado na técnica de IMS, 83% de sensibilidade após o tratamento 

foi alcançada (Grenfell et al., 2014). Anticorpos produzidos contra peptídeos sintéticos do 

antígeno circulante Sm31 foram produzidos e demonstraram um bom desempenho na 

identificação de indivíduos com baixa intensidade de infecção (70,8% e 80,5%) (Sulbaran et 

al., 2010). 

Diante do desempenho satisfatório no ELISA, os antígenos circulantes CCA e CAA 

foram adaptados para o formato RDT e denominados up-converting phosphor-lateral flow 

circulanting anodic antigen (UCP-LF CAA) e point-of-care circulanting cathodic antigen 

(POC-CCA®) (Corstjens et al., 2008; Colley et al., 2013). Estes testes permitem o uso de 
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amostras obtidas de maneira não invasivas, como urina, a fim de constituírem testes rápidos e 

de fácil aplicação nas áreas. 

O método UCP-LF CAA possui uma significativa sensibilidade sendo capaz de 

detectar infecções de apenas um par de vermes em amostras de soro (SCAA500) e urina 

(UCAA2000) (Corstjens et al., 2014). O SCAA500 apresentou um limite de detecção de 0,5 

pg/mL de CAA, 10 vezes mais que o ELISA (10 pg/mL) (Corstjens et al., 2008). As análises 

em amostras de soro e urina foram capazes de estimar a intensidade da infecção devido à boa 

correlação com a contagem de ovos (Corstjens et al., 2008; Coulibaly et al., 2011; Van Dam 

et al., 2013; Corstjens et al., 2014; Corstjens et al., 2015; Corstjens et al., 2017). O UCP-LF 

CAA é disponível em formato dry reagent, estável à temperatura ambiente e passível de ser 

transportado para qualquer lugar do mundo sem refrigeração (Van Dam et al., 2013). 

Entretanto, essa técnica ainda não possui a total praticidade para uso em áreas de campo e, 

com isso, ainda não está disponível comercialmente. Primeiro, as amostras precisam de um 

tratamento prévio com ácido tricloroacético (TCA) seguido de centrifugação. A precipitação 

com TCA permite a disponibilidade da porção glicídica, alvo no sobrenadante. Segundo, as 

amostras devem ser combinadas através de filtros de centrifugação de 10 kDa (Corstjens et 

al., 2015). Embora, esses dois passos adicionais não permitam que o UCP-LF CAA entre no 

conceito point-of-care ou test-and-treat, pois necessitam de uma minicentrífuga e 

termoshaker para execução, eles são essenciais para manutenção da sensibilidade e um bom 

desempenho do teste, principalmente em áreas de baixa endemicidade (Corstjens et al., 2017).  

O POC-CCA® está disponível comercialmente desde 2008 e seu desempenho tem 

sido avaliado com o objetivo de fazer parte dos programas de controle da esquistossomose 

(Van Dam et al., 2004; Colley et al., 2013). Ao contrário do UCP-LF CAA, ele é aplicável 

apenas a amostras de urina. Diante da sua praticidade, relacionada ao uso de amostras não 

invasivas, e resultado rápido (20 min), sem necessidade de qualquer equipamento, este 

ganhou rapidamente o mercado. POC-CCA® tem sido empregado em áreas endêmicas da 

África (baixa, moderada e alta prevalência) como ferramenta de triagem, indicador da 

prevalência, elaboração da MDA e avaliação de cura após tratamento (Coulibaly et al., 2011; 

Shane et al., 2011; Tchuem Tchuente et al., 2012; Adriko et al., 2014; Lamberton et al., 2014; 

Mwinzi et al., 2015; Kittur et al., 2016; Colley et al., 2017). Embora esse teste seja apontado 

como mais sensível que o K-K nessas áreas e seu uso seja incentivado, seus resultados ainda 

merecem maiores investigações, principalmente, em áreas de baixa endemicidade (Ochodo et 

al., 2015). No Brasil, existem 10 trabalhos publicados e grandes divergências de resultados 

estão relacionadas: (1) à falta de um método de referência na avaliação de desempenho do 
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POC-CCA®, superestimando sua sensibilidade (Siqueira et al., 2016; Ferreira et al., 2017; 

Marinho et al., 2017; Silva et al., 2017; Bezerra et al., 2018; Oliveira et al., 2018), (2) a 

interpretação do traço como positivo, considerando as instruções do fabricante e levando a 

uma alta taxa de falso positivos (Coelho et al., 2016; Grenfell et al., 2018) e (3) a baixa 

sensibilidade na identificação de casos com baixas cargas parasitárias (Silveira et al., 2016; 

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

O emprego de um método parasitológico acurado como referência é necessário para a 

correta estimação da sensibilidade e especificidade do POC-CCA®. Siqueira e colaboradores 

(2016) adotaram uma método de referência (K-K 24 L e 2 GS) na avaliação do POC-CCA® 

em área com indivíduos com baixa carga parasitária (média = 4,5 opg) (Siqueira et al., 2016). 

A sensibilidade do POC-CCA® foi 86,6% e 73,5%, e especificidade 84,6% e 93,5%, quando 

comparado com K-K (2 L) e o teste de referência, respectivamente. Ferreira e colaboradores 

(2017) demonstraram que a sensibilidade do POC-CCA® foi 64,3%, 61,1%, 58,3%, 55,5% e 

especificidade 74,5%, 74,8%, 75% e 75,6% quando 1, 2, 4 e 6 lâminas de K-K foram 

analisadas, respectivamente (Ferreira et al., 2017). Esses dados mostraram como a 

sensibilidade do POC-CCA® cai quando uma robusta avaliação parasitológica é aplicada  

(Ferreira et al., 2017). Siqueira e colaboradores (2016) demonstraram uma taxa de 

positividade de 24,1% e 22,6% pelo teste de referência e POC-CCA®, respectivamente, com 

Kappa = 0,80 (substantial agreement), considerando os traços positivos.  

Por outro lado, Oliveira e colaboradores (2018), empregando um método de referência 

(K-K 18 L, 1 GS e Helmintex), estimaram prevalências aproximadas de 45,9% e 47,4% pelo 

parasitológico e POC-CCA, respectivamente. Entretanto, um Kappa igual 0,34 (fair 

agreement) entre os métodos foi encontrada quando os traços foram considerados positivos. 

Nessa análise, POC-CCA® estimou 35 falso positivos e 39 falso negativos dos quais 

possuíam < 12 opg (Oliveira et al., 2018). Esses dados mostram a baixa sensibilidade de 

POC-CCA quando comparado a um padrão de referência, uma vez que demonstraram um 

número significativo de indivíduos não identificados com baixas cargas parasitárias. Lindholz 

e colaboradores (2018) mostraram um resultado similar no qual as prevalências do POC-

CCA® e Helmintex (método de referência adotado) foram idênticas com 40,6%, mas com 

Kappa igual a 0,15 (slight agreement) quando os traços foram considerados positivos. Os 

números de resultados falso negativos e falso positivos foram 34 e 177, respectivamente 

(Lindholz et al., 2018).  

A sensibilidade e a especificidade do POC-CCA® também são influenciadas pela 

interpretação do traço como positivo ou negativo. As instruções do fabricante recomendam 
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considerar o traço como positivo por conceituar que ele representaria infecções de baixa 

intensidade e essa interpretação evitaria que indivíduos, supostamente positivos, fiquem sem 

tratamento (Sousa-Figueiredo et al., 2015). Se a leitura é dada como positiva, uma maior 

sensibilidade e, consequentemente, menor especificidade é estimada pelo POC-CCA®. 

Silveira e colaboradores (2016) demonstraram que a sensibilidade diminuiu de 85,4% para 

68,7% e a especificidade aumentou de 78% para 97,6% quando os traços foram considerados 

negativos comparado ao K-K (2 L)  (Silveira et al., 2016). Empregando um padrão de 

referência (K-K 18 L, 1 GS e Helmintex), Oliveira e colaboradores (2018) mostraram 

resultado similar no qual a sensibilidade diminuiu de 64,9% para 26,8% e a especificidade 

aumentou de 69,2% para 98,3% (Oliveira et al., 2018).  

 Souza-Figueiredo e colaboradores (2015), previamente, reportaram que em uma área 

de baixa endemicidade na África (< 10% de prevalência) o POC-CCA apresentava maior 

acurácia em relação ao K-K quando os traços eram considerados negativos (Sousa-Figueiredo 

et al., 2015). Comparando com K-K convencional, Bezerra e colaboradores (2017) 

demonstraram que a concordância do POC-CCA (traço negativo) é maior do que POC-CCA® 

(traço positivo) (Kappa = 0,12 vs 0,03) (Bezerra et al., 2018). Silva e colaboradores (2018) 

apresentaram dados contrários ao anterior. Avaliando a concordância entre POC-CCA (traco 

negativo ou positivo) com um método parasitológico de referência, Lindholz e colaboradores 

(2018) demonstraram melhor índice quando os traços são considerados negativos (Kappa = 

0,15 vs 0,28) enquanto que Oliveira e colaboradores (2018) mostraram o contrário, melhor 

concordância quando traços são interpretados como positivos (Kappa = 0,34 vs 0,25) 

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

As divergências das leituras dos traços permanecem um problema no desempenho do 

POC-CCA®. Coelho e colaboradores (2016) visando eliminar as dúvidas sobre a 

interpretação do traço propuseram um passo adicional na execução do POC-CCA® baseado 

na concentração de 10 vezes da urina por liofilização. A sensibilidade de POC-CCA Lyo foi 

56% enquanto que o POC-CCA® convencional foi 6% comparado a um padrão de referência 

(24 K-K L e 2 GS). Entre as 13 leituras que mudaram de negativas para traços, 10 

correspondiam a indivíduos com ausência de ovos nas fezes. Entre as 15 leituras que 

mudaram de traços para positivas, 13 correspondiam a indivíduos com ovos nas fezes. 

Considerando os traços como negativos após a liofilização baseados nesses resultados, a 

concordância entre o padrão de referência e POC-CCA Lyo foi 0,401 (moderate agreement), 

enquanto que se os traços fossem considerados positivos após a concentração da urina a 

concordância foi 0,125 (slight agreement) (Coelho et al., 2016). 
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Posteriormente Grenfell e colaboradores (2018) desenvolveram uma nova versão 

(POC-CCA FLT) adaptando a concentração da urina para filtros de 30 kDa visando uma 

otimização do tempo. O POC-CCA Lyo gasta 34 h para obtenção do resultado final e a 

necessidade de um liofilizador não o torna prático no campo. POC-CCA FLT leva 50 min 

para liberação do resultado e necessita apenas de uma microcentrífuga para execução. Na 

localidade de Samambaia, uma área sem transmissão, porém, localizada próxima a uma região 

endêmica, POC-CCA FLT identificou corretamente 94 casos como negativos, considerando 

os traços como negativos após a concentração. Se os traços fossem considerados positivos no 

POC-CCA convencional, 63 indivíduos receberiam o tratamento indevidamente. Em Estreito 

de Miralta, uma área de baixa endemicidade com taxa de positividade de 14,86% (11/74) e 

localizada próximo a Samambaia, a acurácia diagnóstica aumentou de 0,51 para 0,86 quando 

POC-CCA® e POC-CCA FLT foram empregados, respectivamente. POC-CCA® identificou 

33 indivíduos como positivos seguindo as recomendações da leitura do traço como positivo, 

enquanto que POC-CCA FLT identificou 17 indivíduos (Grenfell et al., 2018). 

A intensidade da infecção é baseada na contagem de ovos segundo a OMS. Adriko e 

colaboradores (2014) e demais estudos na África demonstraram a correlação entre a 

intensidade da coloração da banda e as cargas parasitárias em opg (Coulibaly et al., 2011; 

Shane et al., 2011; Adriko et al., 2014). No Brasil, Oliveira e colaboradores (2018) e Silveira 

e colaboradores (2016) encontraram uma correlação positiva significativa entre os dois 

parâmetros, enquanto que Grenfell e colaboradores (2018) e Lindholz e colaboradores (2018) 

não observaram o mesmo (Silveira et al., 2016; Grenfell et al., 2018; Lindholz et al., 2018; 

Oliveira et al., 2018). A falta de um indicador da intensidade da infecção é uma desvantagem 

do POC-CCA® visto que essa medida é utilizada na implementação de ações no controle da 

morbidade (Kittur et al., 2016; Colley et al., 2017). 

 

 

Antígenos marcadores de diagnóstico  

 

 

Os antígenos empregados no imunodiagnóstico garantem a especificidade do teste e 

podem ser obtidos e caracterizados de diversas formas evolutivas do parasito. A busca por 

frações de diferentes estágios tem sido relacionada à identificação de antígenos que possam 

ser usados na determinação de uma fase específica da infecção. Diferentes abordagens têm 
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sido realizadas na busca por um marcador específico para fase aguda, fase crônica e fase após 

tratamento (Mutapi et al., 2005; Zhang et al., 2015; De Assis et al., 2016).  

O uso de antígenos de formas jovens como cercárias e esquistossômulos foi associado 

com a detecção da fase inicial da doença (pré-patente e aguda) (Lunde et al., 1979; Chand et 

al., 2010; Kinkel et al., 2012; Grenfell, R., Martins, W., et al., 2013; Grenfell, R. F., Martins, 

W., Drummond, S. C., et al., 2013). Por antecederem a postura de ovos, os antígenos brutos 

de verme também apresentaram superioridade quando comparados aos antígenos de ovo na 

detecção de infecções precoces (Beck et al., 2008; Grenfell, Martins, et al., 2012). O 

tegumento é um forte ativador do sistema imune, assim como as proteínas 

secretadas/excretadas, fazendo com que os extratos dessas porções sejam investigados na 

busca por antígenos com potencial para o diagnóstico (Van Balkom et al., 2005; Carvalho et 

al., 2011; Carvalho et al., 2014; Ludolf et al., 2014; Cosenza et al., 2017). O SEA contém 

grande quantidade de frações antigênicas, contudo muitas delas não são liberadas por ovos 

viáveis, sendo, portanto esse extrato menos investigado para fins de diagnóstico (Ashton et 

al., 2001). 

Uma das dificuldades na busca por um antígeno específico é a conservação de 

algumas proteínas por toda a vida do parasito. Curwen e colaboradores (2004) em seu estudo 

comparando as quatro fases de desenvolvimento (cercária, verme adulto, esquistossômulo e 

ovo) demonstraram um elevado grau de similaridade entre elas, identificando 70% de 

semelhança, principalmente nas fases adjacentes, sugerindo que essas proteínas participam 

das vias elementares e essenciais de desenvolvimento no parasito (Curwen et al., 2004).  

Os antígenos de cercárias são frequentemente menos empregados devido às 

controvérsias da sua baixa sensibilidade por alguns autores (Chand et al., 2010; Kinkel et al., 

2012). Explicações suportam a idéia que a exposição ao sistema imune da derme por essas 

formas é de curta duração, sendo modulado rapidamente (Mountford e Trottein, 2004). O 

antígeno recombinante calreticulin and cercarial transformation fluid (CTF) foi utilizado no 

ELISA indireta e demonstrou a mesma sensibilidade (87,9%), porém maior especificidade 

(com menos reação cruzada) em relação ao SEA na identificação de indivíduos positivos e 

negativos de área endêmica (68,4% vs 26,4%). Na comparação em relação aos indivíduos 

negativos de área não endêmica (casos importados), a especificidade do CTF em relação ao 

SEA foi aproximada (100% vs 95,2%). Diante do bom desempenho na identificação de 

infecções precoces, CTF está sob validação no formato de teste rápido (RDT) (El Aswad Bel 

et al., 2011). 
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Geralmente, a sensibilidade do ELISA indireto utilizando antígenos de verme adulto é 

alta enquanto que a especificidade é baixa durante a aplicabilidade em áreas endêmicas, assim 

como o uso na discriminação da infecção aguda e crônica (Sorgho et al., 2005; Beck et al., 

2008; Carneiro et al., 2012; Sarhan et al., 2014). A proteína recombinante SmRP26 (rSm22.3) 

é uma proteína do verme adulto e foi, inicialmente, indicada na detecção da fase aguda da 

infecção por ELISA (Makarova et al., 2003; Makarova et al., 2005). Entretanto, posteriores 

estudos demonstraram baixa sensibilidade (68%), porém alta especificidade (90%) na 

discriminação das fases (Tanigawa et al., 2015). Uma abordagem experimental sugeriu o 

antígeno recombinante tandem repeat recombinant protein 10 (rSmTR10) como um potencial 

marcador na avaliação da cura após tratamento com PZQ, superior a SEA e SWAP (Kalenda 

et al., 2015). O uso de um pool de peptídeos no IgG-ELISA determinou uma sensibilidade de 

86,8% e especificidade de 94,2% na detecção de indivíduos agudos e crônicos para S. 

mansoni (De Oliveira et al., 2008). Os antígenos Catepsina B (31 kDa) e asparaginil 

endoproteínase (32 kDa), duas enzimas proteolíticas oriundas do tubo digestivo do verme, 

foram descritos na identificação da fase aguda e crônica da infecção (Valli et al., 1999; 

Vendrame et al., 2001). A proteína de choque térmico HSP70, demonstrou resultados 

promissores no diagnóstico de infecções precoces e crônicas (Kanamura et al., 2002).  

Embora o SEA tem sido empregado juntamente ao SWAP no diagnóstico de 

indivíduos de área não endêmica, que entraram em contato com áreas de transmissão pela 

primeira vez, assim como na detecção de indivíduos de áreas endêmicas, existem poucos 

estudos na busca de alvos para diagnóstico provenientes do SEA (Van Gool et al., 2002; El 

Aswad Bel et al., 2011; Kinkel et al., 2012; Smith et al., 2012). Devido a forte resposta imune 

que esse extrato desencadeia, a detecção de anticorpos é facilmente detectada após a 

oviposição (Meevissen et al., 2010). Esse fato pode justificar a grande variabilidade do uso do 

SEA na diferenciação entre a fase aguda e crônica (Rabello et al., 1995; Valli et al., 1997; 

Beck et al., 2004; Beck et al., 2008). O uso do SEA na avaliação de cura após o tratamento 

apresenta baixa especificidade quando aplicado no IgG-ELISA, explicado pela contínua 

liberação de antígenos solúveis do ovo e a presença de anticorpos circulantes por longos 

período após o tratamento (Mott e Dixon, 1982).   

Alguns componentes do SEA já foram purificados e aplicados ao diagnóstico. Dentre 

estes, está o cation exchanging fraction-6 (CEF-6), o qual é um complexo antigênico 

abundante secretado pelo ovo, formado por duas glicoproteínas, o ômega 1 (31 kDa) e o alpha 

1 (18/22 kDa) (Dunne et al., 1984; Doenhoff et al., 1993; Bligh et al., 2010). Esse antígeno 

foi identificado em pacientes de área endêmica o qual demonstrou ser um bom marcador de 
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controle de cura, com significativa queda dos níveis de IgG no ELISA, conseguindo 

diferenciar infecções ativas de tratadas (Doenhoff et al., 2003). O antígeno IPSE, a fração 

alpha 1 de CEF6, demonstrou em ensaios de ELISA ser o principal antígeno reconhecido 

precocemente durante a infecção comparado ao antígeno total de CEF6 e o antígeno solúvel 

de ovo (Schramm et al., 2006). Além do CEF-6, uma proteína antioxidante secretada pelo ovo 

de aproximadamente 12 kDa, a thioredoxina, mostrou uma pronunciada indução da resposta 

humoral (Kwatia et al., 2000). 

 

 

3.5.3 Testes moleculares  
 

 

As técnicas moleculares também ganham destaque devido à detecção e quantificação 

do DNA do parasito. As abordagens afirmam 100% de especificidade, e sensibilidade igual ou 

um pouco superior às técnicas microscópicas (80-90%) o que vem agregado valor na 

identificação de indivíduos com pouca eliminação de ovos (Verweij e Stensvold, 2014). Uma 

modificação na técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) foi proposta para a detecção 

de DNA do parasito em amostras fecais, denominada PCR-ELISA, como uma alternativa ao 

diagnóstico de pacientes com baixa carga parasitária (Gomes et al., 2010). Esse sistema 

envolve a amplificação de uma região específica do DNA e a detecção do produto 

amplificado na PCR por um ensaio imunoenzimático. Gomes e colaboradores (2010) 

demonstraram 30% de positividade para infecção por S. mansoni por PCR-ELISA e 18% por 

K-K (12 L) em uma população residente em área endêmica do Brasil (Kappa = 0,663) 

(Gomes et al., 2010). Siqueira e colaboradores (2015) demonstraram 23,4% de positividade 

no PCR-ELISA e 14,4% empregando o K-K (12 L). PCR-ELISA detectaram 20 casos 

positivos não identificados no parasitológico (K-K 12 L). Entretanto quando aplicado uma 

extensa avaliação parasitológica como referência, a concordância com o PCR-ELISA foi mais 

baixa (Kappa = 0,426). Desvantagens como a inibição da DNA polimerase durante a 

amplificação, a ausência de ovos nas fezes (ausência do DNA do parasito) e ocorrência de 

contaminação podem explicar as falhas da técnica (Siqueira et al., 2015).    

Para a detecção de DNA em urina, técnicas adicionais de sedimentação e filtração para 

concentração das amostras têm aumentando consideravelmente a sensibilidade. Além das 

amostras de urina e fezes, as técnicas de PCR também permitem a detecção em amostras 
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ginecológicas (sêmen e lavados vaginais), soro, plasma e sangue (Utzinger et al., 2015). 

Espírito-Santo et al. (2014) observaram baixa sensibilidade pela PCR realizada em soro 

humano, quando comparada à PCR realizada nas fezes, utilizando a técnica de K-K como 

referência. Entretanto, em casos de indivíduos retornando de viagens de áreas sob risco de 

transmissão, a PCR de soro e plasma foi recomendado para detecção de fase aguda da doença, 

uma vez que a presença de anticorpos é tardia comparada a detecção molecular (Espirito-

Santo et al., 2014). Hussein et al. (2012) identificaram DNA do parasito no soro de 

camundongos com apenas 3 dias de infecção, fortalecendo o uso da PCR para o diagnóstico 

precoce na fase pré-patente da infecção (Hussein et al., 2012).  

A tecnologia de LAMP (loop mediated isothermal amplification) é uma técnica que 

diferente do PCR convencional, não necessita de várias temperaturas na sua execução, sendo 

realizada com uma temperatura constante. Gandasegui e colaboradores (2018) demonstraram 

a eficiência de LAMP realizado através da amplificação do DNA em amostras de fezes, na 

detecção de indivíduos de uma área de baixa endemicidade do Brasil. A técnica SmMIT-

LAMP identificou 49 indivíduos como positivos enquanto que o K-K identificou apenas 13 

(Gandasegui et al., 2018). Este resultado indica que o LAMP pode se tornar uma ferramenta 

sensível para o diagnóstico de infecções de baixa intensidade.  

Mesmo com especificidade e sensibilidade significativas, os testes moleculares 

raramente fazem parte do diagnóstico clínico nos países endêmicos devido ao alto custo dos 

equipamentos e mão de obra especializada. Uma alternativa é aplicação na elaboração de 

algoritmos durante a avaliação de áreas de baixa endemicidade para certificar-se dos casos 

negativos (PCR para indivíduos sem ovos nas fezes com presença de anticorpos anti-

Schistosoma). 
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4 POPULAÇÃO, MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

4.1 Fluxograma de Estudo 
 

 
 
Figura 7: Fluxograma de estudo.  

 
 

4.2 Aspectos éticos  
 
 

Para manuseio de amostras humanas da área de rural de Montes Claros, a autorização 

foi concedida pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Pesquisas 

René Rachou (CEPSH 03/2008 e CEP 893.582 11/2014) e Comitê de Ética Nacional 

(784/2008, CONEP 14886), sendo os objetivos do estudo apresentados e explicados a todos 

os participantes e os termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE) assinados 

individualmente e armazenados. Para amostras humanas dos pacientes de São João Del Rei a 

autorização foi concedida pela Fundação Nacional de Saúde (FUNASA). Para manuseio de 

amostras murinas, a autorização foi concedida pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Fundação Oswaldo Cruz (CEUA LW 31/15). 
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4.3 Obtenção de amostras  
 
 

4.3.1 Amostras humanas 
 
 

As amostras humanas foram obtidas de diferentes áreas e separadas nos seguintes 

grupos de estudo: indivíduos de área endêmica subdivididos em fase crônica (FC), após 180 

dias do tratamento (TTO) e positivos para outros helmintos (Trichuris trichiura, 

ancilostomídeos, e Enterobius vermicularis) (HT); indivíduos de um novo foco de 

transmissão em fase aguda (FA), indivíduos negativos residentes de área não endêmica (NN), 

indivíduos negativos residentes de área sem transmissão localizada próxima a região 

endêmica (NE). A descrição das áreas e obtenção das amostras estão descritas a seguir. As 

amostras sorológicas estão armazenadas no biorepositório do Grupo da Biologia do S. 

mansoni e sua Interação com o Hospedeiro no Instituto Rene Rachou. Essas amostras foram 

empregadas individualmente ou em pool durante a execução dos objetivos deste trabalho.  

 

 

4.3.1.1 Amostras de indivíduos de área endêmica (FC, TTO, HT) 
 
 

As amostras de indivíduos dos grupos FC, TTO e HT, foram obtidas de diferentes 

áreas endêmicas localizadas na região rural de Montes Claros, Minas Gerais: Pedra Preta, 

Tabuas e Estreito de Miralta (Figura 8). Essas amostras foram validadas por uma extensa 

avaliação parasitológica adotada em cada área como referência para infecções de baixa 

intensidade (< 100 opg) (Siqueira et al., 2015; Siqueira et al., 2016). A grande maioria dos 

indivíduos infectados residentes dessas áreas possuíam baixa intensidade de infecção (< 100 

opg) e são assintomáticos.  
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Figura 8: Localização de área rural endêmica de Montes Claros, Minas Gerais. Fonte (Enk et al., 2012) 
adaptado.  

 

 

Área endêmica: Pedra Preta 

 

 

A comunidade de Pedra Preta é uma área endêmica para esquistossomose localizada 

na zona rural do município de Montes Claros, Norte do estado de Minas Gerais, situada a 

aproximadamente 500 km de Belo Horizonte (Figura 8). A principal atividade exercida pela 

população destas áreas está ligada à agricultura e pecuária. A área foi escolhida pelo perfil da 

população, pela presença de esquistossomose e pelo baixo índice de migração (população 

residente fixa). Dados prévios fornecidos pelo Centro de Controle de Zoonoses de Montes 

Claros registraram prevalência de 16,57% em 2004.  

O estudo foi realizado no período de 2009 a 2010 abrangendo 201 indivíduos (93 

mulheres/108 homens), apresentando entre 1 e 94 anos de idade. O trabalho constituiu de 

coleta de amostras de fezes e sangue. A prevalência foi 35,8% (72/201), determinada pelas 

técnicas parasitológicos de K-K (2L/A1 - 2L/A2 - 2L/A3 - 12L/A4 = 18L/4A) e TF-Test (3 

procedimentos de 500 mg = 1500 mg/3 amostras) (Siqueira et al., 2011; Siqueira et al., 2015). 

Pela técnica de K-K a média geométrica foi de 4,8 opg e a mediana 4 opg Os pacientes 

positivos foram tratados com PZQ (50 mg/kg para adultos e 60 mg/kg para crianças, dose 

única, via oral) e submetidos a uma nova coleta após 30, 90 e 180 dias do tratamento. As 

infecções por outros helmintos foram tratadas com Albendazol 400 mg em dose única via 

oral. As amostras de sangue foram incubadas por 3 h e centrifugadas a 10.000 xg por 5 min 

para coleta do soro. 
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Área endêmica: Tabuas  

 

 

A comunidade rural de Tabuas foi escolhida por ser uma área endêmica para 

esquistossomose também localizada na zona rural do município de Montes Claros. Segundo o 

Centro de Controle de Zoonoses de Montes Claros foi registrada uma prevalência de 29,11% 

em 2010 (2L/1A) seguido do tratamento dos casos com PZQ. Nessa localidade se encontra a 

cachoeira de Tabuas, uma beleza natural que é um atrativo para os moradores e turistas que 

vão visitar a região (Figura 9). Foram coletados exemplares de caramujos Biomphalaria 

glabrata (hospedeiro intermediário) na cachoeira, os quais estavam eliminando cercárias de S. 

mansoni. 

O estudo foi realizado no período de 2012 a 2013 abrangendo 148 indivíduos (73 

mulheres/75 homens), apresentando idade entre 01 e 86 anos. O trabalho constituiu de coleta 

de amostras de fezes, sangue e urina. A prevalência foi de 31,0% (46/148) determinada pelas 

técnicas parasitológicos de K-K (24L/1A = 1000 mg) e GS (2 procedimentos de 500 mg = 

1000 mg) utilizando uma amostra. A carga parasitária da população foi determinada pela 

média geométrica e pela mediana do número de opg. Pela técnica de K-K a média geométrica 

foi de 28,4 opg e a mediana 23 opg. Pela técnica do GS a média geométrica foi de 5,6 opg e a 

mediana 4 opg. O tratamento dos indivíduos infectados por S. mansoni e outros helmintos foi 

realizado como descrito anteriormente assim como a obtenção das amostras de soro.  

  
Figura 9: Cachoeira da localidade de Tabuas, na zona rural de Montes Claros, Minas Gerais. Fonte: 
Arquivos da autora. 
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Área endêmica: Estreito de Miralta  
 

 

A seleção da comunidade rural de Estreito de Miralta seguiu os mesmos critérios 

anteriores. O encontro do rio de Estreito com o de Tabuas foi outro critério na seleção da área 

(Figura 7). Essa localidade não possuía dados de prevalência prévios. O estudo foi realizado 

no período de 2013 a 2014 abrangendo 142 indivíduos (77 mulheres/65 homens) com idades 

entre 01 e 86 anos (Figura 10). O trabalho constituiu de coleta de amostras de fezes, sangue, 

urina e saliva. A prevalência foi 24,6% (35/142) determinada pelas técnicas parasitológicos de 

K-K (24L/1A = 1000 mg) e GS (2 procedimentos de 500 mg = 1000 mg) utilizando uma 

amostra (Siqueira et al., 2016). Pela técnica de K-K a média geométrica foi de 6,2 opg e a 

mediana 6 opg. Pela técnica do GS a média geométrica foi de 4,6 opg e a mediana 4,5 opg O 

tratamento dos indivíduos infectados por S. mansoni e outros helmintos foi realizado como 

descrito anteriormente assim como a obtenção das amostras de soro. 

 

  
Figura 10: Rio e residentes da localidade de Estreito de Miralta, Montes Claros, Minas Gerais. Fonte: 
Arquivos da autora. 

 

 

4.3.1.2 Amostras de indivíduos de um novo foco de transmissão (FA)  
 

 

As amostras de FA foram provenientes de indivíduos infectados simultaneamente em 

um distrito rural de São Joao Del Rei, Colônia do Jose Teodoro, localizado a 13 km da cidade, 

uma área até então considerada não endêmica para esquistossomose. No período de dezembro 

de 2009 a março de 2010, um grupo de 50 turistas ficou hospedado em um sitio e tiveram 

contato com um córrego. Dois meses depois um paciente foi diagnosticado com 
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mielorradiculopatia esquistossomótica e outras pessoas desse mesmo grupo reportaram 

sintomas consistentes da esquistossomose aguda. Foi dado início as investigações e o 

Laboratório de Helmintologia e Malacologia Médica/Fiocruz comprovou a existência de 

caramujos Biomphalaria glabrata (hospedeiro intermediário) eliminando cercária na área. 

Exceto Matosinhos, nenhuma outra região próxima a São Joao Del Rei apresentava relatos da 

transmissão da esquistossomose desde 1971. O estabelecimento desse novo foco de 

transmissão foi derivado da migração de trabalhadores infectados vindos de uma área 

endêmica do nordeste de Minas Gerais.  

Os 50 indivíduos foram entrevistados para identificação de sinais e sintomas, 

submetidos ao diagnóstico por imagem e a coleta de fezes e soro (aproximadamente 2 meses 

após o contato). Duas amostras de fezes de 24 doadores foram coletadas e submetidas à 

análise através do método de K-K (2L/A1-2L/A2 = 4L/2A) (Lambertucci et al., 2013), os 

quais foram todos positivos. Amostras de soro foram obtidas para análise através do ELISA-

SWAP (Grenfell, R. F., Martins, W., Drummond, S. C., et al., 2013). A infecção por S. 

mansoni foi definida para indivíduos que apresentaram um dos seguintes critérios: presença 

de ovos em amostras fecais, título de IgG detectado por ELISA-SWAP, mieloradiculopatia 

detectada por ultrassonografia, e/ou sintomas relacionados com a esquistossomose aguda. 

Cinco pacientes foram hospitalizados com formas graves da infecção, entre elas infecção 

pulmonar grave, mieloradiculopatia esquistossomótica e desidratação grave. Todos os 

pacientes foram tratados com PZQ 50 mg/kg.  

 

 

4.3.1.3 Amostras de indivíduos residentes de área não endêmica (NN) 
 

 

As amostras negativas (NN) foram provenientes de indivíduos saudáveis residentes de 

áreas não endêmicas para esquistossomose localizadas em Belo Horizonte, Minas Gerais. O 

grupo foi constituído de 65 indivíduos saudáveis (40 mulheres/25 homens) com idades entre 

21 e 70 anos os quais doaram amostras de sangue e fezes para análise. As amostras foram 

validadas pelas técnicas parasitológicos de K-K (24L/1A = 1000 mg) e GS (2 procedimentos 

de 500 mg = 1000 mg). Nenhum dos voluntários declarou ter morado ou visitado alguma área 

endêmica nos últimos 5 anos assim como qualquer histórico médico relacionado à 

esquistossomose.  
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4.3.1.4 Amostras de indivíduos residentes de área sem transmissão localizada próxima a 
região endêmica (NE) 

 

As amostras do grupo NE foram da área de Samambaia. A seleção dessa comunidade 

seguiu os mesmos critérios descritos para áreas endêmicas. O rio de Samambaia não tinha 

nenhuma relação com o de Tabuas (Figura 11). Segundo o Centro de Controle de Zoonoses de 

Montes Claros, uma prevalência de 1,02% foi registrada em 2005 (1/98). O estudo foi 

realizado no ano de 2014 envolvendo 177 residentes (78 mulheres/99 homens) apresentando 

idade entre 02 e 84 anos. O trabalho constituiu de coleta de amostras de fezes, sangue, urina e 

saliva. A prevalência foi determinada pelas técnicas parasitológicos de K-K (24 lâminas = 

1000 mg) e GS (2 procedimentos de 500 mg = 1000 mg). Embora Samambaia se localize 

próxima às demais áreas endêmicas e possua as mesmas características socioeconômicas e 

geográficas, a mesma apresentou apenas 1 indivíduo positivo para esquistossomose (8 opg) e 

nenhuma outra infecção por outros helmintos (Grenfell et al., 2018). Entretanto, o único 

indivíduo positivo que determinou a prevalência de 0,56% (1/177), havia recentemente 

mudado para a região, não podendo ser considerado caso autóctone.     

  
Figura 11: Área de Samambaia localizada na zona rural do município de Montes Claros, Minas Gerais. 
Fonte: Arquivos da autora. 
 
 

4.3.2 Amostras murinas 
 
 

Para a obtenção de amostras sorológicas murinas, camundongos swiss machos (4 a 6 

semanas) foram inoculados com 25 cercárias (desvio padrão de + 10) de S. mansoni (cepa LE) 

por via subcutânea. Amostras de sangue foram coletadas pela artéria supra mandibular do dia 

0 ao dia 140 após a infecção com intervalos de 7 a 15 dias entre elas. Uma parte dos animais 

foi tratada 120 dias após a infecção em dose única oral de PZQ (400 mg/kg) por gavagem e 
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uma nova coleta de sangue realizada nos dias 30, 60, 90, 120, 150 e 180 após o tratamento 

(Figura 12). As amostras de sangue foram incubadas por 3 h à temperatura ambiente, 

centrifugadas a 10.000 xg por 5 min e o soro armazenado a -20ºC. No dia 120 após a infecção 

e 180 após o tratamento, os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical para 

perfusão do sistema porta com solução salina 0,85% e 50 U/L heparina para obtenção dos 

vermes adultos (Pellegrino e Siqueira, 1956). A quantificação dos vermes presentes no fígado 

e mesentério e oograma foram realizadas. 

 

 
Figura 12: Delineamento experimental murino. 

 
 

4.4 Preparação do extrato solúvel de ovos de S. mansoni (SEA) 
 
 

4.4.1 Preparação do SEA  
 
 

A produção do antígeno SEA seguiu o protocolo de Ashton e colaboradores (2001) 

com modificações (Ashton et al., 2001). Camundongos swiss machos (4 a 6 semanas) foram 

inoculados com 100 cercárias (desvio padrão de + 10) de S. mansoni (cepa LE) por via 

subcutânea. Após 45 dias da infecção, os animais foram sacrificados por deslocamento 

cervical e os fígados imédiatamente acondicionados em PBS. Aproximadamente 20 fígados 

foram homogeneizados em liquidificador (função pulsar) com Snail buffer (1,79 g Na2HPO4, 

0,09 g KH2PO4 em 200 mL H2O). Foi adicionado 0,02% de tripsina (Trypsin from porcine 

pancreas tipo IX-S, Sigma-Aldrich) e a mistura foi incubada por 3 h a 37°C sob agitação. O 

homogenato foi passado em tamises de 300 e 180 µm respectivamente e os ovos recuperados 

por decantação. Os ovos foram lavados com PBS por 3 vezes sendo a última lavagem com 

PBS acrescido de coquetel de inibidor de protease (PIC - Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-
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Aldrich). Os ovos foram sonicados a 40% de potência (Sonifer 250 Branson) em 600 µL de 

tampão de extração (Tris-HCl 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM, glicerol 1%, PIC) por 6 vezes com 

pulsos de 10 s e 1 min de descanso em banho de gelo, e centrifugados a 50.000 xg por 1 h a 

4ºC. O sobrenadante foi coletado e uma alíquota submetida à dosagem proteica pelo método 

do ácido bicinconínico (BCA). As proteínas foram precipitadas através de acido 

tricloroacético (TCA) e acetona. A qualidade do extrato final foi avaliada através de 

eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE 12%).  

 
 

4.4.2 Precipitação de proteínas por TCA-acetona  
 
 
O SEA foi submetido à precipitação de proteínas através do método TCA-acetona. 

Para cada 1 mL de extrato foram adicionados 8 mL de acetona gelada e 1 mL de solução de 

TCA. A mistura foi homogeneizada e deixada 16 h a -20°C para precipitação das proteínas. A 

mistura foi centrifugada a 20.000 xg, 30 min a 4°C, o precipitado ressuspendido e lavado por 

2 vezes com 500 µL de acetona gelada e novamente centrifugado nas mesmas condições. O 

precipitado foi deixado à temperatura ambiente para evaporação total da acetona e finalmente 

ressuspendido em tampão de reidratação (uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS (3-((3-

Cholamidopropil) dimetilamônio)-1-propanosulfonato) 2%, azul de bromofenol 0,002%). 

 
 

4.5 Eletroforese e Western blotting  
 
 

4.5.1 Western blotting unidimensional (WB) 
 

 

O SEA foi submetido à SDS-PAGE 12% em sistema Mini-Protean III (BioRad) 

empregando-se a técnica descrita por Laemmli (1970) (Laemmli, 1970). As concentrações dos 

géis utilizados foram 5% para o gel de concentração e 12% para o gel de separação. As 

amostras foram diluídas (1:2) em tampão de amostra 2x (Tris HCl 0,5 M pH 6,8, SDS 4%, 

glicerol 20%, β-mercaptoetanol 0,1%, Azul de bromofenol 0,2%), fervidas por 5 min a 98ºC e 

conduzidas a uma corrente 80-120 V em tampão de corrida (Tris 250 mM, Glicina 2,5 M pH 

8,3, SDS 1%). Um dos géis foi corado com Azul de Coomassie Colloidal G-250 para análise 
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do perfil do extrato e o outro transferido para membrana de PVDF 0,2 µm (GE Healthcare) 

conforme descrito por Towbin e colaboradores (1979) (Towbin et al., 1979). A transferência 

foi realizada sob uma corrente de 100 V durante 120 min a 4ºC, em sistema Mini-Trans-Blot 

(Bio-Rad) usando tampão de transferência (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%). A 

membrana foi corada com Ponceau por 10 min, cortada em tiras e lavada com água tipo I. As 

tiras foram bloqueadas com 5% de proteínas do leite diluídas em tampão tris-salina (TBS) 

(Tris-HCl 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7,5) com 1% de Tween 20 (TBS-T) sob agitação por 16 

h a 4°C, e lavadas 5 vezes com TBS-T por 5 min a temperatura ambiente. Os soros 

(murino/humano) foram adicionados como anticorpo primário diluídos em TBS-T com 3% de 

proteínas do leite e incubado a temperatura ambiente sob agitação por 2 h. As tiras foram 

lavadas novamente e o anticorpo secundário anti-IgG (humano/camundongo) conjugado à 

enzima peroxidase adicionado em TBS-T com 3% de proteínas do leite e incubado sob 

agitação por 1 h a temperatura ambiente. Após última etapa de lavagem, as tiras foram 

submetidas a uma lavagem de 10 min em TBS e reveladas pelo método de 

quimiluminescência com o kit ECL Plus (GE Healthcare), e a imagem foi capturada por 

sistema de imagem digital LAS4000 (GE Healthcare).  

 
 

4.5.2 Western blotting bidimensional (WB-2D) 
 
 
Na primeira dimensão da eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional (2D-

PAGE), as proteínas do SEA foram separadas for isoeletrofocalização (IEF). Para a realização 

dos experimentos de WB-2D, dois 2D-PAGEs foram realizados simultaneamente, um para ser 

transferido e outro para ser corado por Azul de Coomassie Colloidal G-250 para excisão dos 

spots e identificação das proteínas. Sendo assim, 45 e 60 µg de extrato (transferência e 

coloração respectivamente) foram solubilizadas em tampão de reidratação contendo 1% DTT 

e 0,8% anfólitos pH 3-10 para um volume final de 125 µL. As amostras foram acondicionadas 

em sarcófagos de 7 cm (Strip Holder, GE Healthcare) e as fitas de gradiente de pH 

imobililizado (IPG) 3-10 linear (Immobiline DryStrip Gels, GE Healthcare) foram adicionadas 

para a incorporação das proteínas no gel de primeira dimensão. A IEF ocorreu a 20°C sob 

corrente de 50 µA/fita de acordo com o seguinte protocolo: reidratação por 12 h; 500 V 

durante 30 min; 1000 V por 30 min e 8000 V por 3 h (equipamento Ettan IPGphor IIII, GE 

Healthcare). Após o término da focalização isoelétrica, as fitas foram submetidas à etapa de 

equilíbrio (redução e alquilação das proteínas). A redução foi realizada com 1% de DTT em 
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solução de equilíbrio (uréia 6 M, Tris-HCl 75 mM pH 8,8, glicerol 30%, SDS 2%, azul de 

bromofenol 0,002%) durante 15 min a temperatura ambiente. Em seguida a alquilação foi 

realizada com iodoacetamida (IAA) a 4% nas mesmas condições.  

Na segunda dimensão, as proteínas foram separadas por massa molecular em SDS-

PAGE 12%. O padrão de peso molecular foi aplicado em um pedaço de papel de filtro e 

posicionado sobre o canto esquerdo do gel de separação. Em seguida, a fita contendo o gel de 

primeira dimensão foi também posicionada sobre o gel de separação e ambos selados com 

solução de agarose 1%. A eletroforese foi realizada em sistema Mini-Protean III (Bio-Rad) a 

50 V por aproximadamente 10 min e 100 V até o corante azul de bromofenol atingir a porção 

inferior do gel. 

Após a separação das proteínas do extrato por 2D-PAGE, as mesmas foram 

submetidas ao Western blotting conforme descrito no item 4.5.1 com algumas modificações. 

Cada membrana foi incubada separadamente por 2 h com pool dos grupos FC, HT, NN, NE 

diluídos 1:500 e FA 1:1200 em TBS-T com 3% de proteínas do leite. Os spots imunogênicos 

identificados nos experimentos de WB-2D foram localizados sobrepondo a imagem revelada 

ao respectivo 2D-PAGE corado por Azul de Coomassie Colloidal utilizando o software 

Photoshop (Adobe Systems Incorporated) e, posteriormente, removidos para identificação por 

espectrometria de massas.  

 
 

4.5.3 Western blotting com deglicosilação dos antígenos 
 
 
A deglicosilação de proteínas imobilizadas em membranas de PVDF foi conduzida 

através do tratamento com metaperiodato de sódio seguido de borohidreto de sódio para 

oxidação dos carboidratos segundo a metodologia de Woodward et al. (1985) (Woodward et 

al., 1985). Após a etapa de bloqueio dos experimentos de 1D e 2D-WB, as membranas foram 

incubadas com 2 ou 10 mM de metaperiodato de sódio em tampão acetato de sódio 50 mM 

pH 4,5 por 1 h ao abrigo de luz. As membranas foram lavadas com tampão acetato e em 

seguida incubadas em 50 mM borohidreto de sódio em PBS por 30 min. A membrana foi 

lavada com TBS-T e o procedimento de WB foi realizado como descritos anteriormente. 
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4.5.4 Coloração de géis de poliacrilamida por Azul de Coomassie Colloidal 
 
 
Os géis de poliacrilamida foram corados por Azul de Coomassie Colloidal G-250 

(Neuhoff et al., 1988) o qual é compatível com a identificação de proteínas por espectrometria 

de massas. Os géis foram fixados em três soluções: (1) 2% ácido ortofosfórico e 30% etanol, 

(2) 2% ácido ortofosfórico e (3) 2% ácido ortofosfórico, 18% etanol e 15% sulfato de amônio. 

Foram adicionados 0,02% Azul de Coomassie Colloidal G-250 a última solução de fixação e 

incubado 16 h. Posteriormente, o gel foi descorado em solução de etanol 20% e conservado 

em sulfato de amônio 25% a 4°C. 

 

4.6 Digestão in gel e preparo de amostras para espectrometria de massas 
 
 

4.6.1 Digestão tríptica 
 
 
Após a obtenção dos 2D-PAGEs, os spots de interesse (proteínas diferencialmente 

imunorreativas nos grupos FA e FC) foram removidos e transferidos para tubos de 1,5 mL 

contendo 300 µL de solução descorante (etanol 40%, ácido acético 7%). Esses tubos foram 

incubados a 37°C até a completa descoloração. A solução descorante foi retirada e os spots 

lavados 2 vezes com 500 µL de água milli-Q. A redução foi realizada pela adição de 500 µL 

de DTT 50 mM, 30 min a 65°C. Em seguida, o DTT foi descartado e a alquilação realizada 

com 300 µL de IAA 100 mM, 60 min, a temperatura ambiente ao abrigo de luz. Os spots 

foram novamente lavados e desidratados em 500 µL de 20 mM NH4HCO3 / Acetonitrila 

(ACN) 50% durante 20 min por 3 vezes. A desidratação completa dos spots foi realizada em 

Speed Vac Concentrator Plus (Eppendorf) durante 30 min. Os spots foram reidratados com 15 

µL de solução 20 mM NH4HCO3 e 0,1 µg/µL de tripsina (Sequencing Grade Modified 

Trypsin, Promega). Após 20 min, o excesso de solução de tripsina foi retirado e os spots 

recobertos com 40 µL de solução 20 mM NH4HCO3 sob incubação a 37°C por 48 h para a 

tripsinólise. O sobrenadante de reação contendo os peptídeos trípticos foi transferido para um 

novo tubo. Para a extração dos peptídeos presentes no interior dos spots adicionou-se ao tubo 

50 µL de ácido trifluoracético (TFA) 0,1% / ACN 50% e o sobrenadante foi recuperado após 

30 min e agregado ao anterior. O Material foi desidratado em Speed Vac, o precipitado 

ressuspendido em TFA 0,1% e armazenados a 4°C. Os peptídeos trípticos obtidos foram 
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purificados em micro colunas de fase reversa Zip-Tip C18 (Millipore) de acordo com as 

instruções do fabricante. Após a purificação, os peptídeos foram desidratados novamente em 

Speed vac e, finalmente, solubilizados em 20 µL de solução TFA 0,1%. 

 
 

4.6.2 Cromatografia líquida de ultra-alta eficiência acoplada à espectrometria de massas 
 
 

A identificação das proteínas foi realizada em plataforma LC-MS/MS composta pelo 

cromatógrafo UHPLC Últimate 3000 (Dionex) acoplado ao espectrômetro de massas híbrido 

Q-Exactive (Thermo Scientific). Esta etapa foi realizada no Laboratório de Enzimologia e 

Proteômica (Núcleo de Ciências Biológicas/Universidade Federal de Ouro Preto) em 

colaboração com o Prof. Dr. William de Castro Borges.  

Para análise, um volume de 4 µL do produto final da etapa de digestão tríptica foi 

injetado no sistema LC-MS. Inicialmente, os peptídeos foram submetidos ao trapping em 

coluna C18 Acclaim® PepMap100 (100µm x 2cm, 5µm, 100Å; Thermo Scientific) sob fluxo 

de 3 µL/min da fase móvel 98% H2O/2% MeCN/0,1% TFA, por 3 min. Na sequência, o fluxo 

foi alternado para a coluna analítica Acclaim® PepMap RSLC (75 µm x 15 cm, 2 µm, 100 Å) 

responsável pela resolução cromatográfica dos peptídeos. A eluição se deu por gradiente de 

fases A (100% H2O/0,1% ácido fórmico) e B (20% H2O/80% MeCN/0,1% ácido fórmico), 

como descrito a seguir: i) 4% fase B até 55% fase B, 28 min; ii) 55% até 90% fase B em 2 

min, e manutenção à 90% fase B por 5 min; iii) retorno à condição inicial, 4% fase B, para 

regeneração da coluna por 6 min. Os peptídeos eluídos ao longo do gradiente foram 

prontamente ionizados em fonte Nanospray Flex Ion Source (Thermo Scientific) pela 

aplicação de uma voltagem de 2,5 kV sob os emitters de nano-boro inoxidável (Thermo 

Scientific).  

A aquisição dos dados pelo espectrômetro de massas foi realizada em modo positivo 

sob um programa de Data-Dependent acquisítion (DDA). Primeiramente, survey scans de 

300-2000 m/z permitiram a geração do espectro de massas dos íons precursores a 70.000 de 

resolução, com tempo de acúmulo de íons de até 100 ms e AGC target de 3e6. A partir de 

cada survey scans até os 12 precursores mais intensos (Top12) foram selecionados para 

fragmentação. A fragmentação se deu inicialmente pelo isolamento do íon precursor numa 

janela de 2 m/z, e posteriormente colisão com gás nitrogênio na célula de colisão, sob 

normalised collision energy de 30eV. Os espectros MS/MS foram adquiridos a 17.500 de 

resolução. Apenas precursores com cargas +2, +3, +4 e +5, e AGC target de 5e5 em, no 
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máximo, 150 ms foram selecionados para fragmentação. A fragmentação repetitiva dos 

mesmos íons pode ser reduzida pela ativação da exclusão dinâmica por 40 s.  

 
 

4.6.3 Identificação das proteínas 
 
 
Os espectros MS/MS adquiridos foram submetidos à busca de identidade no software 

Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Scientific), com o auxílio do algorítimo Sequest HT. Os 

espectros experimentais foram comparados a um banco de dados construído in-house 

contendo 10.779 sequências e 5.136.273 resíduos. Os parâmetros de busca utilizados foram: i) 

tolerância de erro do íon precursor, 10 ppm; ii) tolerância de erro na massa dos fragmentos 0.1 

Da; iii) até dois sítios de clivagem perdidos foram permitidos; iv) modificações fixas: 

carbamidometilação de cisteína. v) modificações variáveis: oxidação de metionina e 

acetilação N-terminal. O resultado da busca de identidades foi posteriormente filtrado a fim 

de se obter uma taxa de falso positivo (FDR) de 1%. Em paralelo às identificações, foi 

realizada a quantificação label-free das proteínas identificadas. A intensidade individual das 

proteínas é a média das áreas sob a curva dos ≥ 3 peptídeos únicos mais intensos detectados 

pelo espectrômetro de massas. O conhecimento da intensidade dos íons pode ser útil na 

definição do componente proteico principal quando ocorrem múltiplas identificações para o 

mesmo spot. 

 
 

4.7 Produção da proteína recombinante  
 
 

A proteína Major Egg Antigen (MEA) (GenBank: XM_018794689, kappa – National 

Library of Medicine, PubMed, Protein) foi selecionada para a produção recombinante por ser 

unicamente detectada em indivíduos infectados com S. mansoni nos experimentos de 2D-WB 

deste trabalho, demonstrando ser uma boa candidata ao diagnóstico da doença. O gene foi 

clonado utilizando a plataforma Gateway® (Invitrogen, 2003)  e a proteína expressa em 

sistema heterólogo de bactérias. 
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4.7.1 Tecnologia Gateway® 
 
 

A tecnologia Gateway® é um método de clonagem universal baseado nas 

propriedades de recombinação sítio-específicas entre o bacteriófago lambda e o cromossomo 

da Escherichia coli (Landy, 1989). A reação de recombinação ocorre entre sítios específicos 

de interação (att) presentes nas moléculas de DNA dos dois organismos de modo 

conservativo, sem perda ou ganho de nucleotídeos. No ciclo lisogênico, a recombinação do 

lambda com o cromossomo da E. coli ocorre entre as regiões attB e attP, resultando na 

formação de novos sítios de interação, chamados attL e attR. No ciclo lítico, a recombinação 

do lambda com o cromossomo da E. coli ocorre entre as regiões attL e attR, resultando no 

restabelecimento dos sítios de interação attB e attP. Essas reações são específicas e 

direcionais, de modo que attB1 recombina exclusivamente com attP1, attB2 com attP2, attL1 

com attR1, e attL2 com attR2 (Hartley et al., 2000). Esta reação é catalisada pelas enzimas 

produzidas pelo bacteriófago lambda e pela E. coli as quais se ligam as sequências específicas 

att, aproximando-as, clivando-as e unindo-as de forma covalente.  

Na tecnologia Gateway®, os componentes da recombinação lambda e E. coli são 

modificados para aperfeiçoar a especificidade e eficiência do sistema. Para que um produto 

amplificado a partir de um determinado gene de interesse ingresse nesta plataforma é 

necessário um vetor doador (pDONR) que possibilite a clonagem direcional da sequência e a 

formação de um clone de entrada. Sendo assim, há primeiro a recombinação dos sítios attB 

presentes no produto de PCR com os sítios attP presentes no vetor doador, formando então 

um clone de entrada com os sítios attR. Essa recombinação, chamada de reação BP, é 

catalisada por uma mistura de enzimas recombinantes denominada BP clonase e simula, in 

vitro, as interações ocorridas no ciclo lisogênico do bacteriófago lambda (Figura 13). Com o 

clone de entrada é possível inseri-lo em diversas plataformas por meio de nova recombinação 

sítio-específico, chamada reação LR. Dessa forma, os sítios attL do vetor de entrada se 

recombinam com os sítios attR do vetor de destino (pDEST) sob a atividade da LR clonase 

gerando o clone de expressão contendo os sítios attB (Figura 14), simulando assim as 

interações ocorridas no ciclo lítico in vitro. 
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Figura 13: Ilustração esquemática da reação de recombinação BP para formação do clone de entrada com 
a sequência de interesse. As regiões sombreadas correspondem às sequências transferidas do produto de PCR-
attB ao vetor doador pDONR221 formando o clone de entrada. As regiões delimitadas em caixas correspondem 
às sequências transferidas do vetor doador pDONR221 ao produto secundário. Fonte (Invitrogen, 2003) 
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Figura 14: Ilustração esquemática da reação de recombinação LR para formação do clone de expressão 
com a sequência de interesse. As regiões sombreadas correspondem às seqüências transferidas do clone de 
entrada ao vetor de destino pDEST17 formando o clone de expressão. As regiões delimitadas em caixas 
correspondem às sequências transferidas do vetor de destino pDEST17 ao produto secundário. Fonte (Invitrogen, 
2003) 

 

Os vetores pDONR e pDEST possuem dois sítios de recombinação att específicos 

flanqueando um cassete gênico contendo um gene de resistência a cloranfenicol (CmR) e um 

gene para seleção negativa (ccdB) do clone transformado. Após a reação de recombinação BP 

ou LR, seus cassetes são substituídos pelo gene de interesse, gerando os clones de entrada e 

de expressão, respectivamente. O gene ccdB codifica uma proteína (CcdB) que interfere na 

enzima DNA girase da E. coli inibindo seu crescimento (Bernard & Couturier, 1992), sendo 

sua presença seleção negativa dos vetores após a recombinação e transformação. A reação de 

recombinação ocasiona a perda do gene CmR fazendo com que os clones se tornem sensíveis 

ao cloranfenicol. Entretanto, cada vetor seguirá carreando um gene de resistência a antibiótico 

(canamicina em pDONR e ampicilina em pDEST), permitindo a seleção positiva dos clones. 

A figura 15 representa a estratégia de trabalho utilizada para a produção de MEA 

recombinante (MEAr). 
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Figura 15: Estratégia de trabalho para a produção da proteína MEAr. 
 
 

4.7.2 Amplificação e purificação do gene de interesse: MEA  
 
 

O gene de MEA foi amplificado a partir do DNA complementar (cDNA) de ovo de S. 

mansoni. Para essa etapa, o cDNA foi adquirido através de BEI Resources (Catalog no. NR-

49421, U.S. Government property) e utilizado como molde da PCR. Os oligonucleotídeos 

iniciadores da reação (primers) forward e reverse foram elaborados baseados na sequência 

codificante da proteína e denominados F-MEA e R-MEA, respectivamente. O software IDT 

Integrated DNA Technologies foi utilizado para síntese dos primers e para análise das 

propriedades termodinâmicas e dimerização.  

A reação de PCR foi realizada a partir de 20 µL de tampão, 5 µL de 

desoxirribonucleotídeo fosfatado (dNTP) 10mM, 1,5 µL de cada primer (F-MEA e R-MEA) 

100 µM, 0,5 µg de cDNA de ovo, 1 µL de DNA polimerase (Q5® High-Fidelity DNA 
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Polymerase, NEB) e volume de água suficiente para 100 µL de reação. A condição de 

amplificação foi uma etapa inicial de 95°C por 1 min, seguido por 40 ciclos com etapa de 

desnaturação a 95°C por 30 s, anelamento a 57°C por 40 s, extensão a 72°C por 2 min e 

extensão final a 72°C por 10 min. Uma alíquota do produto da reação foi submetida a gel de 

agarose 1% para confirmação da amplificação e tamanho do gene de interesse. O restante do 

produto foi submetido a novo gel para purificação da banda correspondente a sequencia de 

DNA de MEA (1Kb) através do kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen) seguindo as 

informações do fabricante. O produto foi quantificado em espectrofotômetro (NanoDrop™ 

1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific) e utilizado como molde para a amplificação com 

os sítios específicos para a plataforma Gateway®. 

Novos primers foram sintetizados seguindo as orientações do manual Gateway® 

(Invitrogen, 2003) para amplificação de MEA com sítios específicos att. Resumidamente, 

foram adicionadas duas sequências distintas aos iniciadores contendo os sítios de 

recombinação attB1 (forward) e attB2 (reverse). Ao primer forward (F-MEA-GW) foram 

adicionadas 4 guaninas, a sequência do sítio de recombinação attB1 seguidas de mais 2 

nucleotídeos, a sequência consenso Shine-Dalgarno (responsável pela expressão da proteína 

nativa em E. coli) seguidas de 2 nucleotídeos e, finalmente, a sequência específica do gene de 

interesse (18 a 25 nucleotídeos). O primer reverse (R-MEA-GW) foi desenhado a partir de 4 

guaninas, a sequência do sítio de recombinação attB2 seguido de 1 nucleotídeo, e o códon de 

parada seguido da sequência específica do gene de interesse. Os primers foram desenhados 

para produção da proteína com uma cauda de histidina na porção N-terminal. Na tabela 2 

segue a sequencia de todos os primers sintetizados para a amplificação de MEA.  

A PCR foi realizada a partir de 20 µL de tampão, 2 µL de dNTP 10mM, 5 µL de cada 

primer (forward e reverse) para Gateway® 10 µM, 0,5 µg de DNA de MEA purificado, 1 µL 

de DNA polimerase (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, NEB) e volume de água 

suficiente para 100 µL de reação. A condição de amplificação foi uma etapa inicial de 98°C 

por 1 min, seguido por 35 ciclos com etapa de desnaturação a 98°C por 10 s, anelamento a 

70°C por 30 s, extensão a 58°C por 30 s e extensão final a 72°C por 10 min. Uma alíquota do 

produto da reação foi submetida ao gel de agarose 1% para confirmação da amplificação e 

tamanho do fragmento referente à MEA (1Kb). O volume restante foi submetido à purificação 

por etanol 100% e dosagem em espectrofotômetro para ser utilizado nas etapas posteriores de 

clonagem.  
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Tabela 2. Primers utilizados para amplificação de MEA   

Amplificação  Nomenclatura Direção Sequência do primer 

MEA  

F-MEA Forward 

5’-
ATGTCTGGTGGGAAACAACATAACGC
A-3’ 

R-MEA Reverse 

5’-
CTAGTGAGTAATCGCATGTTGCTTCT
CCAATG-3’ 

MEA com sítios 
attB (Gateway) 

F-MEA-GW 
Forward 

(attB1) 

5’-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA
GGCTTCGAAGGAGATAGAATGTCTGG
TGGGAAACAACATAACGC-3’ 

R-MEA-GW 
Reverse 

(attB2) 

5’-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
GGTCCTAGTGAGTAATCGCATGTTGC-
3’ 

Vermelho: sítio de recombinação attB. Azul: sequência Shine Dalgarno. Verde: sequência MEA. O códon 
iniciador ATG está sublinhado na sequencia foward e o códon de parada CTA está sublinhado na sequencia 
reverse.  
 
 

4.7.3 Clonagem  
 
 

Após a amplificação e purificação da sequência codificadora de MEA contendo o sítio 

de recombinação att foi realizada a etapa de clonagem conforme a metodologia Gateway®. A 

figura 16 representa o esquema do vetor doador pDONR221 (ID 43-0117, Invitrogen) e vetor 

de destino pEXP1-DEST (43-0112, Invitrogen) utilizado para a produção de MEAr 

(Invitrogen, 2003). 

 

 
Figura 16: Desenho esquemático do vetor doador pDONR221 e vetor de destino pEXP1-DEST. Esses 
vetores foram utilizados para construção do clone de entrada e clone de expressão, respectivamente, para a 
produção de MEAr. 
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4.7.3.1 Reação de recombinação BP e obtenção do clone de entrada  
 
 

A construção do clone de entrada para produção de MEAr foi realizada com a inserção 

da sequencia de MEA contendo os sítios attB no vetor doador pDONR221 contendo os sítios 

attP através da reação de recombinação BP clonase (Gateway BP Clonase II Enzyme mix, 

Invitrogen). A reação se deu a partir 3 µL de pDONR221 150 ng/µL, 150 ng do produto de 

PCR, 2 µL da BP clonase e 4 µL de tampão TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) a 

25ºC por 16 h. Foi adicionado 1 µL da enzima proteínase K por 10 min a 37ºC para parar a 

reação.  

A transformação foi realizada com células competentes de subclonagem E. coli 

linhagem DH5α (5-alpha Competent E. coli C2987H, NEB) seguindo as informações do 

fabricante com algumas modificações. O volume total da reação de recombinação (10 µL) foi 

adicionado a 50 µL de células competentes, incubadas 30 min em gelo seguido de 30 s em 

banho maria a 42°C, e por fim incubadas 5 min em gelo novamente. Após a transformação, as 

células foram cultivadas em 950 µL de meio SOC (Invitrogen) sob agitação (250 rpm) 

durante 60 min a 37°C. Um volume de 100 e 200 µL de bactérias foram plaqueadas em meio 

Luria Bertani (LB) ágar contendo canamicina (50 µg/mL) e incubadas a 37°C 16 h.  

Dez colônias foram selecionadas para verificação da presença do inserto através do 

PCR de colônia utilizando o kit OneTaq Quick-Load 2X Master Mix (NEB). O experimento 

foi realizado em dupla seleção, de modo que para cada colônia fizemos uma reação de PCR 

utilizando o par de primers F-MEA-GW e R-MEA-GW e a outra utilizando o primer 

universal forward M13 (o sítio M13 está presente upstream ao início do sítio de 

recombinação, 5’-CGACGTTGTAAAACGGCCAGT-3’) e o R-MEA-GW. Os parâmetros de 

amplificação foram uma etapa inicial de 94°C por 30 s, 35 ciclos com etapa de desnaturação a 

94°C por 30 s, anelamento a 58°C por 60 s, extensão a 68°C por 1 min e extensão final a 

68°C por 1 min. O produto da reação foi submetido a gel de agarose 1% para confirmação da 

amplificação e tamanho do fragmento. As colônias positivas foram inoculadas em 5 mL de 

meio Terrific Broth (TB) líquido contendo canamicina e cultivadas a 37ºC 16 h sob agitação 

(250 rpm). Posteriormente, os plasmídeos recombinantes foram purificados através do kit 

E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit I (Omega) conforme indicações do fabricante.  
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4.7.3.2 Reação de recombinação LR e obtenção do clone de expressão 
 

 

A construção do clone de expressão para produção de MEAr foi realizada através da 

recombinação dos sítios attL que flanqueiam o gene de interesse no clone de entrada, e os 

sítios attR presentes no vetor de destino pEXP1-DEST através da reação de recombinação LR 

clonase (Gateway LR Clonase II Enzyme mix, Invitrogen). A reação LR foi constituída de 1 

µL do clone de entrada 150 ng/µL, 1 µL de pEXP1-DEST 150 ng/µL, 8 µL da LR clonase, 4 

µL de tampão da enzima e 6 µL de tampão TE. A reação foi incubada 25ºC por 16 h. Foi 

adicionado 1 µL da enzima proteínase K por 10 min a 37ºC para parar a reação. A 

transformação, seleção das colônias e purificação dos plasmídeos foram realizadas conforme 

item anterior. Para essa etapa o antibiótico de seleção foi ampicilina (100 µg/mL) e o PCR de 

colônia foi realizado utilizando apenas os primers F-MEA-GW e R-MEA-GW. Os 

plasmídeos de expressão foram sequenciados pela empresa Eurofins Genomics pelo método 

de Sanger utilizando os primers específicos para MEA e T7 terminator. Os cromatogramas 

foram visualizados no software SnapGene e as sequências analisadas manualmente 

comparando com as sequências depositadas nos bancos de dados. 

 
 

4.7.4 Expressão de MEAr  
 
 
Após a análise do sequenciamento, células competentes de expressão BL21 (DE3) 

(Singles™ Competent Cells, Novagen) foram transformadas com o clone pEXP1-DEST-MEA 

conforme as informações do fabricante. Um nanograma de pEXP1-DEST-MEA foi 

adicionado a 50 µL de células competentes, incubadas 5 min em gelo seguido de 30 s em 

banho maria a 42°C, e por fim 2 min em gelo novamente. Após a transformação, as células 

foram cultivadas em 250 µL de meio SOC (Invitrogen) sob agitação (250 rpm) durante 60 

min a 37°C. Volumes de 5, 20 e 50 µL de bactérias foram plaqueados em meio LB-ágar 

contendo ampicilina (100 µg/mL) e cultivadas a 37°C 12 h. O pré-inoculo foi realizado a 

partir da adição das colônias em 10 mL de meio TB líquido mais ampicilina (TB-Amp) e 

incubação 12 h a 37°C. Posteriormente 1 mL foi adicionado em 100 mL de TB-Amp e este foi 

incubado em diferentes condições para avaliar a expressão da proteína de interesse. O 

crescimento bacteriano foi monitorado em espectrofotômetro 600 nm até a densidade óptica 



77 

 

 

(DO) alcançar 0,4 a 0,6 para iniciar indução da expressão proteica com isopropil tio-β-d-

galactosídeo (IPTG). Antes da indução 1 mL de meio foi coletado denominada amostra não 

induzida (T0). O IPTG (Ludwig Biotec) foi adicionado nas concentrações 0,2 e 1 mM. As 

condições de indução foram 1 mM/30°C/4 h, 1mM/37°C/3 h, 0,2 mM/28°C/16 h. Foram 

coletadas alíquotas após 1, 2 e 3 h de indução (T1, T2, e T3) para realização da cinética de 

expressão. As alíquotas (T0-T3) foram centrifugadas 20.000 rpm 10 min, o sobrenadante 

descartado e o precipitado ressuspendido em 300 µL de Lysis buffer I (973 µL CelLytic B, 5 

µL PIC, 20 µL lisozima 0,2 mg/mL, 2 µL benzonase U/mL). O lisado foi novamente 

centrifugado e o sobrenadante (proteínas solúveis) separado do precipitado (proteínas 

insolúveis). Ambos foram submetidos a análise por SDS-PAGE 12% e WB anti cauda de 

histina (WB-his). A técnica de WB-his foi realizada conforme item 4.5.1 com modificações: 5 

µg de MEAr, anticorpo primário anti cauda de histidina 1:5000 (ID 9469933, Ge Halthcare) e 

o anticorpo secundário conjugado a peroxidase 1:7000 (ID SC-358923, Santa Cruz 

Biotechnology).  

 
 

4.7.5 Purificação de MEAr 
 
 
Após confirmação da expressão da proteína e padronização do protocolo de indução, a 

etapa de produção foi realizada em volumes de 1000 mL. O meio de cultura foi centrifugado 

10.000 xg 30 min a 4°C, o pellet ressuspendido e sonicado em 40 mL de tampão de lise (50 

mM Tris, 0,5M NaCl, 0,2 mM EDTA, 3% sucrose, 1% TritonX-100). O sobrenadante foi 

recuperado e filtrado em filtro 0,22 µm e submetido à purificação em coluna de afinidade Ni-

NTA (Thermo Scientific) utilizando diferentes concentrações de imidazol (ligação: 10 mM, 

lavagem: 25/100 mM, eluição: 500 mM). As frações foram coletadas, agrupadas e dialisadas 

contra PBS. O produto foi concentrado em tubo Amicon 30 kDa (Millipore) e a quantificação 

proteica realizada pelo método de BCA.  

 

4.8 Aplicação de MEAr no diagnóstico da esquistossomose  
 
 

A proteína MEAr foi aplicada no teste de ELISA para detecção de anticorpos IgG em 

amostras sorológicas humanas (IgG-ELISA-MEAr). Para a padronização do teste foram 

empregadas 65 amostras negativas e 93 amostras positivas. As amostras negativas foram 
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provenientes de indivíduos não residentes de área endêmica (grupo NN, item 4.3.1.3) 

enquanto as positivas foram de indivíduos residentes em áreas de baixa endemicidade do 

norte de Minas Gerais: Pedra Preta, Tabuas e Estreito de Miralta (grupo FC, item 4.3.1.1). 

Uma extensa avaliação parasitológica foi adotada em cada área como referência para 

validação das amostras. Após padronização do IgG-ELISA-MEAr, ele foi aplicado em 

diferentes grupos de estudo para analisar a validade do teste no diagnóstico da 

esquistossomose. A figura 17 apresenta um fluxograma da divisão dos grupos de amostras.  

 

 
Figura 17: Fluxograma das amostras utilizadas na aplicação de MEAr do diagnóstico da esquistossomose. 
K-K: Kato Katz. GS: Gradiente Salínico. A: Amostra. P: Procedimento. µg: Média geométrica.  

 
 

4.8.1 Definição dos parâmetros do ensaio IgG-ELISA-MEAr 
 
 

Placas de poliestireno de fundo chato foram sensibilizadas com 100 µL/poço de MEAr 

nas concentrações 1 e 5 µg/mL diluídas em tampão carbonato-bicarbonato 0,05 M pH 9,6 e 

mantidas a 4ºC por 16 h. As placas foram lavadas três vezes com PBS 0,05% Tween 20 (PBS-

T) e bloqueadas com 300 µL/poço de solução de bloqueio (2,5% de proteínas do leite em 

PBS-T) a 37ºC por 1 h. As placas foram novamente lavadas e o soro humano adicionado em 

duplicata nas diluições 1:100 e 1:400 e incubadas a temperatura ambiente por 1 h. Em 

seguida, foram adicionados 100 µL/poço do anticorpo conjugado a peroxidase (A0170, 

Sigma) diluído 1:60000 em PBS-T e incubadas por 1 h a temperatura ambiente. Por fim, 100 

µL/poço de tetrametilbenzina (TMB, Invitrogen) foram adicionados como substrato e após 10 
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min, a reação foi finalizada com 50 µL/poço de ácido sulfúrico 1 M. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 450 nm. Após definição dos parâmetros, a 

repetitividade preliminar do ensaio foi estimada através da execução do teste por três 

operadores diferentes em dias diferentes. O coeficiente de variação (CV) foi calculado através 

da fórmula abaixo. Coeficientes abaixo de 15% são recomendáveis e abaixo de 20% 

considerados aceitáveis (Crowther, 2001).  

 

  

 

 

4.8.2 Índices utilizados na avaliação do desempenho do IgG-ELISA-MEAr  
 
 

A partir das médias das absorbâncias das amostras negativas e positivas, foi construída 

a curva ROC para IgG-ELISA-MEAr. A área sob a curva (ASC) foi considerada como 

indicador global de eficiência do teste. Um teste de diagnóstico com perfeita discriminação 

entre positivos e negativos tem ASC de 1 (S = E = 100 %)  (Obuchowski et al., 2004). Os 

pontos de cortes (PC) foram selecionados a partir da curva ROC com diferentes combinações 

de sensibilidade e especificidade. A seleção teve como partida o ponto representado pelo 

valor situado mais próximo ao ângulo superior esquerdo da curva. Esse ponto está relacionado 

a um número menor de resultados falso negativos e falso positivos, ou seja, um balanço da 

sensibilidade e especificidade. Os resultados para cada PC foram dispostos em tabela de 

contingência 2 x 2 (Tabela 3) juntamente com os resultados do método de referência 

(detecção de ovos nas fezes) para cálculo da sensibilidade (S) ou verdadeiros positivos (VP), 

especificidade (E) ou verdadeiros negativos (VN), falso positivos (FP), falso negativos (FN) e 

acurácia (ACC). O PC que apresentou maior acurácia foi selecionado na avaliação do IgG-

ELISA-MEAr no diagnóstico de diferentes grupos de estudo (infecção aguda e crônica, fase 

pós tratamento e negativos residentes de área endêmica).  

 
Tabela 3: Tabela de contingência 2 x 2 para cálculo dos índices de acurácia diagnóstica  

  
Teste de Referência  

(detecção direta de ovos nas fezes)  

 
  Positivo  Negativo Total 

ELISA 
 (detecção IgG) 

Positivo a (VP) b (FP) a+b 

Negativo  c (FN) d (VN) c+d 

 
Total a+c b+d a+b+c+d 

VP: Verdadeiro positivos. VN: Verdadeiro negativos. FP: Falso positivos. FN: Falso negativos. 
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Sensibilidade (S) = a / (a+c) 

Especificidade (E) = d / (b+d) 

Acurácia (ACC) = (VP + VN) / (VP + FP + VN + FN) 

 

As taxas de positividade por IgG-ELISA-MEAr foram calculadas e avaliadas em 

relação ao teste de referência quanto à concordância pelo coeficiente Kappa e significância 

entre as proporções pelo teste de McNemar (p ≤ 0,05).   

 

Taxa de Positividade: A taxa de positividade foi obtida pelo número de indivíduos positivos 

para S. mansoni por cada técnica ou combinadas dividido pelo total de indivíduos analisados.  

 

Índice Kappa: Para a determinação do grau de concordância entre os métodos diagnósticos foi 

utilizado o índice Kappa o qual varia de 0 – 1 (Landis e Koch, 1977) conforme descrito na 

tabela 4. 

Tabela 4: Grau de concordância segundo Landis e Koch* 

Kappa  Grau de concordância 
< 0,00 Poor 
0,00-0,20 Slight  
0,21-0,40 Fair 
0,41-0,60 Moderate  
0,61-0,80 Substantial 
0,81-1,00 Almost perfect 
* Fonte (Landis e Koch, 1977)  

 

4.8.3 Intensidade de infecção  
 

 

A intensidade da infecção foi estimada em ovos por grama (opg) de fezes. De acordo 

com a classificação da OMS os níveis de intensidade de infecção são divididos em: (1) baixa 

intensidade: 1-99 opg, (2) moderada ou média: 100 - 399 opg e (3) alta: ≥ 400 opg (WHO, 

2011). Para a técnica de K-K, o opg foi obtido pela média aritmética do número de ovos 

encontrado em cada lâmina, multiplicado pelo fator de correção 24, isto porque cada lâmina 

de K-K tem capacidade para 41,7 mg (41,7 x 24 = 1000 mg ou 1 grama). Nas análises de 24 

lâminas, o opg foi calculado pela soma do número de ovos encontrado em cada lâmina. Para o 

GS, o opg foi calculado pela soma do número de ovos encontrado em cada procedimento (2 x 

500 mg = 1000 mg ou 1 g).  
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4.8.4 ELISA para detecção de IgG específicos para SEA (IgG-ELISA-SEA) e antígenos 
solúveis de verme adulto (IgG-ELISA-SWAP)  
 

 

As técnicas IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP (Grenfell, R. F., Martins, W., Enk, 

M., et al., 2013) foram realizadas em paralelo com IgG-ELISA-MEAr para comparação do 

desempenho. Os vermes foram recuperados através da perfusão do sistema porta-hepático e os 

ovos dos fígados de camundongos infectados. Ambos foram triturados conforme item 4.4.1 

para extração do extrato solúvel. O ELISA foi realizado conforme item 4.8.1 seguindo os 

seguintes parâmetros: 1 µg/mL de extrato para a sensibilização, 1:100 de soro diluído e 

1:60000 de anticorpo secundário conjugado a enzima peroxidase. 

 
 

4.9 Análise estatística 
 
 

O banco de dados foi organizado no programa Microsoft Office Excel 2010. Os 

índices de desempenho dos ELISAs em comparação ao teste de referência foram calculados 

em tabela de contingencia 2 x 2 formulada no Excel.  

O programa GraphPad Prism versão 5.0 foi utilizado para determinação da 

significância entre grupos com intervalo de confiança (IC) 95% e elaboração dos gráficos. A 

análise de normalidade foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para dados paramétricos 

entre 2 grupos de amostras independentes foi utilizado o teste t não pareado e para amostras 

dependentes (antes e após o tratamento) o teste t pareado. Na análise não paramétrica entre 2 

grupos de amostras independentes foi utilizado o teste de Mann-Whitney e entre 3 grupos o 

teste de Kruskal-Wallis.  

O programa GraphPad Prism também foi utilizado para fazer a regressão linear entre a 

carga parasitária (opg) e DO com intervalo de confiança de 95%, as curvas ROC para 

determinação dos PC e ASC, e o teste de McNemar (IC: 95%) para comparação das 

proporções de positividade entre o ELISA e o método de referência. O programa MedCalc 

versão 18.2.1 foi utilizado para comparação entre as curvas ROC dos ELISAs. A 

determinação do índice Kappa para análise da concordância entre o ELISA e o método de 

referência foi realizada através do programa on-line OpenEpi versão 3.03.  
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5 RESULTADOS 
 
 

5.1 WB-SEA empregando amostras murinas e humanas  
 
 

O WB-SEA foi realizado para avaliar a antigenicidade do extrato utilizando amostras 

humanas e murinas. Primeiramente, as amostras humanas dos grupos NN, FA, FC, TTO e 

HT, foram analisadas individualmente (Figura 19). As amostras murinas foram analisadas em 

pool de 15 amostras obtidas em diferentes tempos de infecção (T0, T7, T14, T21, T28, T35, 

T42, T49, T56 e T68) (Figura 18). As bandas com alta reatividade e comum em ambas 

análises (humana e murina) foram 12 e 13 kDa, 20 kDa, 50 kDa nas duas fases de infecção 

(aguda e crônica). 

Na análise humana, foram apresentadas diferenças em número, intensidade e 

frequência das frações reconhecidas entre os pacientes dentro da mesma fase da infecção. Isso 

pode estar relacionado a fatores como o tempo de infecção no hospedeiro, a carga parasitária 

individual, a resposta humoral específica de cada indivíduo e, ainda, propriedades intrínsecas 

do soro (Cesari et al., 2005).  

As bandas de 12, 13 e 50 kDa foram identificadas em amostras murinas a partir dos 40 

dias de infecção (T42), quando ocorre a oviposição, correlacionando com o resultado das 

amostras humanas em fase aguda (aproximadamente 60 dias de infecção) (Figura 18). A 

banda de 20 kDa se mostrou mais acentuada nas amostras humanas de fase crônica em 

comparação a aguda. Na análise murina essa mesma banda se torna mais intensa tardiamente 

(T56 e T68), corroborando com a análise humana. A banda de 20kDa demonstrou queda da 

reatividade na análise pós tratamento (Figura 19D) e menor índice de reação cruzada com 

outros helmintos (Figura 20). 
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Figura 18: Frações imunorreativas detectadas por WB-SEA em pool de amostras murinas. 10 µg de SEA 
foi separado por SDS-PAGE 15% e transferidas para membrana de PVDF. O pool de soros murinos do T0 ao 
T68 foram adicionadas na diluição 1:200 e o conjugado anti-IgG murino 1:20000. Os retângulos indicam as 
bandas de 50 kDa e 12/13 kDa. A seta indica a banda de 20 kDa. PA: Padrão de amostra. T: Tempo após 
infecção.  
 

 

Figura 19: Frações imunorreativas detectadas por WB-SEA em amostras de indivíduos em diferentes 
fases de infecção. 2,4 µg de SEA foi separado por SDS-PAGE 12% e transferidas para membrana de PVDF. As 
amostras de soro dos grupos negativos (NN), fase aguda (FA), fase crônica (FC) e após 180 dias do tratamento 
(TTO) foram adicionadas nas diluições 1:100 e o conjugado anti-IgG humano 1:150000. Os retângulos indicam 
as bandas de 50 kDa, 20 kDa e 12/13 kDa. Padrão de amostra. NN: Negativo de área não endêmica. FA: Fase 
aguda. FC: Fase crônica. TTO: 180 dias após tratamento. T: Tempo após a infecção.*: co-infecção com outros 
helmintos. 

NN FA 

FC 
TTO 
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Figura 20: Frações imunorreativas detectadas por WB-SEA em amostras de indivíduos infectados por 
diferentes helmintos. 10 µg SEA foi separado por SDS-PAGE 12% e transferidas para membrana de PVDF. As 
amostras de soro foram adicionadas nas diluições 1:600 e o conjugado anti-IgG humano 1:100000. Os retângulos 
indicam as bandas de 50 kDa, 20 kDa e 12/13 kDa. PA: Padrão de amostra. Tri: Trichuris trichiura. Anc: 
Ancilostomídeos. Ent: Enterobius vermicularis. Sch: S. mansoni.  
 
 

5.2 Análises imunoproteômicas 
 
 

5.2.1 Caracterização do extrato por eletroforese 
 
 

O SEA foi produzido conforme descrito no item 4.4.1 sendo posteriormente 

precipitado por TCA-acetona a fim de obter um extrato nas condições adequadas para a 

análise bidimensional (2D-PAGE). Essa técnica é altamente dependente do grau de 

solubilização das proteínas no tampão de reidratação e da ausência de compostos 

interferentes. Os 2D-PAGEs foram obtidos a partir de fitas de IPG de faixas de pH 3-10, uma vez 

que essa faixa resulta em uma boa separação dos spots como já descrito anteriormente (Ashton et 

al., 2001; Curwen et al., 2004). A figura 21 apresenta o perfil 1D (Figura 21A) e 2D-PAGE 

(Figura 21B, C) antes e após precipitação com TCA-acetona.  
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Figura 21: Perfil eletroforético 1D (A) e 2D do SEA bruto (B) e precipitado por TCA-acetona (C). 10 µg de 
SEA foram separadas por SDS-PAGE 12% (A) e 60 µg foram separadas utilizando fitas de IPG de 7 cm pH 3-10 
e SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados por Azul de Coomassie Colloidal. B: Extrato bruto solúvel. TA: 
Extrato precipitado com TCA-acetona 
  

 Na análise unidimensional (Figura 21A), as frações na faixa de 25 kDa não foram 

reconhecidas após a precipitação com TCA-acetona. Entretanto, o extrato foi utilizado nessas 

condições, uma vez que no 2D-PAGE uma maior quantidade de spots foram detectados com 

melhor definição (sem arrastes) após precipitação com TCA-acetona. Isso se deve 

possivelmente à eliminação de interferentes e, consequentemente, maior reprodutibilidade e 

resolução do extrato.  

 
 

5.2.2 Padronização do WB unidimensional 
 

 

Após estabelecida a separação do extrato, WB unidimensional foi realizado com pool 

de amostras murinas (Figura 22A) e humanas (Figura 22B) para padronização das 

concentrações nessas condições. A imunorreatividade dos pools de cada grupo de amostras 

está apresentada na figura 22 com suas respectivas diluições. 

 

 

       A                                                        B                                                              C 
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 A                                                              B  

       
 
Figura 22: Padronização do WB após precipitação do extrato por TCA-acetona utilizando pool de 
amostras murinas (A) e humanas (B). 10 µg SEA foi separado por SDS-PAGE 12% e transferidas para 
membrana de PVDF. O pool de soros murinos em todos os tempos foi adicionado na diluição 1:200 e o 
conjugado anti-IgG murino 1:20000. O pool de soros humanos foi adicionado nas diluições 1:600 (NE, NN, FC, 
TTO, HT) e 1:1200 (FA) e o conjugado anti-IgG humano 1:100000. NE: Negativos residentes próximos a áreas 
endêmicas. NN: Negativo de área não endêmica. FC: Fase crônica. FA: Fase aguda. TTO: 180 dias após 
tratamento. HT: Helmintos. T: Tempo após a infecção. 

 

Para deglicosilar efetivamente o SEA de maneira a preservar seus epítopos 

polipeptídicos, a padronização da concentração de metaperiodato de sódio também foi 

realizada por WB (Figura 23). A oxidação diminuiu a imunorreatividade dos soros contra o 

extrato, demonstrando a existência de porções glicídicas imunogênicas. Entretanto, a porção 

polipeptídica também se mostrou reativa quando os carboidratos não foram mais 

reconhecidos. Esse resultado confirmou a presença de epítopos proteicos favorecendo a 

estratégia de produção de antígenos recombinantes em sistema heterólogo de bactéria. A 

concentração definida para a análise 2D foi 10mM de metaperiodato de sódio. 

  

 
Figura 23: Deglicosilação do SEA com metaperiodato de sódio. 10 µg SEA foi separado por SDS-PAGE 12% 
e transferidas para membrana de PVDF. 2 e 10 mM de metaperiodato de sódio foram adicionados, seguidos do 
pool de soros humanos e o conjugado anti-IgG humano. A reação foi revelada com o kit Ecl e a imagem 
capturada em LAS4000. NO: Não oxidado. NN: Negativos de área não endêmica. 
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5.2.3 Seleção de proteínas reconhecidas pelas amostras sorológicas humanas no WB-2D  
 
 
A seleção de antígenos candidatos para o diagnóstico de S. mansoni se deu através 

WB-2D utilizando o pool das amostras humanas utilizadas na padronização no item 5.2.2 e o 

SEA precipitado por TCA-acetona. Para cada membrana revelada, um gel representativo foi 

corado com Azul de Coomassie a fim de realizar a sobreposição com a membrana revelada de 

WB e extrair os spots de interesse. A figura 24 apresenta o gel representativo (A), a 

membrana de WB sem a ação do metaperiodato de sódio (B) e a membrana após oxidação das 

porções glicídicas (C) dos grupos das amostras FA, FC, TTO, HT e NE. 
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Figura 24: 2D-PAGE (A), WB-2D (B) e WB-2D após deglicosilação com 

metaperiodato de sódio (C). 60 µg (A) e 45 µg (B, C) de SEA foi separado utilizando 

fitas de IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE 12%. As proteínas foram transferidas para 

membrana de PVDF e oxidadas com 10 mM de metaperiodato de sódio (C). O pool de 

soros humanos foi adicionado nas diluições 1:600 (FC, TTO, HT, NE) e 1:1200 (FA) e 

o conjugado anti-IgG humano 1:100000. O gel representativo foi corado com Azul de 

Coomassie Colloidal e a membrana revelada com o kit Ecl. FA: Fase aguda. FC: Fase 

crônica. TTO: 180 dias após tratamento. HT: Helmintos. NE: Negativos residentes 

próximos a áreas endêmicas. Este experimento é representativo de duas réplicas.  
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Os 2D-PAGEs (representativo e transferido) foram realizados simultaneamente e sob as 

mesmas condições. A imagem do 2D-PAGE foi sobreposta pela membrana de WB a fim de 

realizar a correspondência do spot imunorreativo com o spot corado por Azul de Coomassie. Os 

spots imunogênicos ao pool de soros de pacientes infectados com S. mansoni (fase aguda e fase 

crônica) foram identificados e excisados do 2D-PAGE para análise por espectrometria de massas. 

Anteriormente ao tratamento com metaperiodato de sódio, 23 spots foram imunorreativos no WB-

2D e estão identificados na figura 25 e listados na tabela 4.   

A maioria dos spots imunorreativos no WB foram visualizados no 2D-PAGE 

correspondente. Alguns spots foram fracamente visualizados no gel, mas foram altamente 

imunogênicos no WB (spot 1). Por outro lado, existem proteínas muito expressas, cujos spots 

foram fortemente corados no 2D-PAGE, que não foram reconhecidos no WB. A maioria das 

proteínas identificadas foram relacionadas a housekeeping proteins, ou seja, proteínas envolvidas 

na manutenção básica das células como metabolismo energético (via glicolítica), composição 

estrutural (actina) e barreira química.  

 

 

Figura 25: Representação dos spots reconhecidos nos experimentos de WB-2D. 60 µg de SEA foram 
separados utilizando fita de IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados por Azul de 
Coomassie Colloidal. Os spots imunorreativos no WB-2D pelo pool de soros FA e FC foram excisados do 
respectivo 2D-PAGE para identificação por espectrometria de massas. Os spots estão numerados e listados na 
Tabela 3. Este experimento é representativo de duas réplicas. 
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Tabela 4: Proteínas imunorreativas identificadas nos experimentos de 2D-WB. 

Spots No. de acesso Proteína 

No. de 

peptídeos 

únicos 

No. de 

peptídeos 

totais 

Massa 

teórica 

(kDa) 

Função 

Biológi

ca 

Abundânci

a relativa 

(%) 

1 Smp_170410.1 
NADH: 

ubiquinona 

oxirredutase 

7 7 29,2 ME 43,23 

2 Smp_049550.1 
Proteína 

reguladora de 

glicose 78 kDa 

17 20 71,2 CH 62,99 

3 Smp_106930.1 
Proteína de 

choque térmico 70 

kDa (HSP70) 

24 27 69,8 CH 60,50 

4 Smp_183710.1 Actina 4 13 41,7 EST 97,80 

5 Smp_049250.1 Major egg antigen 14 15 37,0 CH 82,78 

6 Smp_005880.1 
Fosfoenolpiruvato 

carboxilase 
27 27 70,3 ME 26,25 

7 Smp_056970.1 
Gliceraldeido-3-

fosfato 

desidrogenase 

3 3 36,4 ME 61,32 

8 Smp_056970.1 
Gliceraldeido-3-

fosfato 

desidrogenase 

9 9 36,4 ME 100,00 

9 Smp_056970.1 
Gliceraldeido-3-

fosfato 

desidrogenase 

12 12 36,4 ME 100,00 

10 
 

*  
 

 
  

11 Smp_150240.1 
Glicoproteína 

secretora k5 
3 

 
31,1 - 100,00 

12 Smp_079920.1 
Piruvato 

desidrogenase 
2 2 44,0 ME 100,00 

13 Smp_042160.1 Aldolase 8 8 35,4 ME 100,00 

14 Smp_042160.1 Aldolase 1 1 35,4 ME 71,07 

15 Smp_179260.1 Alfa galactosidase 15 23 108,4 ME 66,73 

16 Smp_179250.1 Alfa galactosidase 2 10 47,7 ME 61,69 

17 Smp_150240.1 Glicoproteína 

secretora k5 
3 3 31,1 - 100,00 

18 Smp_035270.1 
Malato 

desidrogenase 

citosólica 

12 12 31,3 ME 89,31 

19 
 

*  
 

  
 

20 
 

*  
 

  
 

21 
 

*  
 

  
 

22 Smp_150240.1 
Glicoproteína 

secretora k5 
3 3 31,1 - 94,00 

23 Smp_150240.1 
Glicoproteína 

secretora k5 
2 2 31,1 - 100,00 

ME: Metabolismo energético. CH: Chaperona. BQ: Barreira química. EST: Estrutural. *: Identificação não 
realizada. 
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5.2.4 Comparação do perfil de reconhecimento das amostras sorológicas humanas de 

indivíduos infectados com S. mansoni e demais grupos antes e após a deglicosilação  

 

 

Dentre os 23 spots identificados nos grupos de indivíduos infectados, ou seja, fase 

aguda e fase crônica, nenhuma proteína foi diferencialmente reconhecida entre eles. Desse 

total, 22 foram simultaneamente reconhecidos pelo grupo de indivíduos infectados com outros 

helmintos e 10 por amostras de indivíduos negativos (Tabela 5). Apenas um spot, número 5, 

identificado como a proteína Major Egg Antigen (MEA), localizado em uma posição de 

aproximadamente 40 kDa e pH 7, foi reconhecido pelos grupos de fase aguda e fase crônica, e 

ausentes no grupo dos outros helmintos e negativos. Esta também foi visualizada no grupo de 

indivíduos tratados, o que é comum uma vez que essa triagem é baseada na busca de 

anticorpos. Deve-se levar em consideração que após 180 dias do tratamento há um declínio do 

nível de anticorpos, mas não suficientes para exclusão total. 

Uma vez que um dos objetivos desse trabalho é produzir antígenos recombinantes em 

sistema procarioto, o extrato foi submetido à ação do metaperiodato de sódio para avaliar se a 

reatividade seria proveniente da porção proteica ou da porção glicídica de uma glicoproteína. 

Este tratamento modifica a porção glicídica das glicoproteínas imobilizadas nas membranas 

de PVDF eliminando a reatividade imunológica que um carboidrato pode apresentar, sem 

alterar a estrutura da cadeia polipeptídica (Woodward et al., 1985). Houve um decréscimo da 

imunorreatividade dos spots após deglicosilação das proteínas. Após a oxidação, dos 22 spots 

reconhecidos simultaneamente entre pacientes infectados com S. mansoni e outros helmintos, 

11 não foram mais visualizados após a reação do metaperiodato de sódio, sugerindo que a 

antigenicidade dos mesmos é proveniente de porções glicídicas. Os 11 restantes mantiveram 

reativos, sendo 10 deles simultâneos as amostras negativas. O spot 5 manteve o 

reconhecimento anterior, sendo o único específico para infecção de S. mansoni, ausente de 

reações cruzadas com outros grupos e, ainda, apresentou diminuição da intensidade após 

tratamento terapêutico. A confirmação de epítopos proteicos de MEA demonstrou o potencial 

no desenvolvimento de um novo imunodiagnóstico para esquistossomose, visto que a proteína 

é passível de ser produzida a partir da tecnologia recombinante em bactérias.      
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Tabela 5: Comparativo dos spots imunogênicos aos pools de soro identificados no WB-2D antes e após a 

oxidação dos carboidratos pelo metaperiodato de sódio.   

No. 

Spots 
Proteína 

Antes oxidação  Após oxidação 

FA FC TTO HT NE 
 

FA FC TTO HT NE 

1 
NADH: ubiquinona 

oxirredutase 
X X X X 

       

2 
Proteína reguladora de 

glicose 78 kDa 
X X X X 

  
X X X X 

 

3 
Proteína de choque térmico 

70 kDa (HSP70) 
X X X X X 

 
X X X X X 

4 Actina X X X X 
       

5 Major egg antigen X X X     
 

X X X     

6 Fosfoenolpiruvato carboxilase  X X X X X 
 

X X X X X 

7 
Gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase  
X X X X X 

 
X X X X X 

8 
Gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase  
X X X X X 

 
X X X X X 

9 
Gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase  
X X X X X 

 
X X X X X 

10 * X X X X X 
 

X X X X X 

11 Glicoproteína secretora k5 X X X X X 
 

X X X X X 

12 Piruvato desidrogenase X X X X X 
 

X X X X X 

13 Aldolase X X X X X 
 

X X X X X 

14 Aldolase X X X X X 
 

X X X X X 

15 Alfa galactosidase X X X X 
       

16 Alfa galactosidase X X X X 
       

17 Glicoproteína secretora k5 X X X X 
       

18 
Malato desidrogenase 

citosólica  
X X X X 

       

19 * X X X X 
       

20 * X X X X 
       

21 * X X X X 
       

22 Glicoproteína secretora k5 X X X X 
       

23 Glicoproteína secretora k5 X X X X               

No. de spots identificados por grupo 23 23 23 22 10  12 12 12 11 10 

NE: Negativos residentes próximos a áreas endêmicas. FC: Fase crônica. FA: Fase aguda. TTO: Tratados. HT: 
Helmintos. *: Identificação não realizada. X: Presença de imunorreatividade. Vermelho: proteína selecionada 
para produção em sistema de expressão em procarioto. 
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5.3 Análise in silico da proteína selecionada  

 

 

Na busca por um candidato que reproduza um diagnóstico sensível, específico, livre 

de reações cruzadas e ainda capaz para diferenciar infecções ativas, MEA foi selecionada para 

produção in vitro. Programas de bioinformática foram utilizados para descrever as 

características das sequências de DNA da proteína selecionada. MEA é uma proteína da 

família das proteínas de choque térmico (heat shock protein - HSP). Comparando a sequência 

de MEA com sequências de proteínas de helmintos e humanos através da ferramenta BLAST 

(NCBI), obtivemos o máximo de 30% de identidade, entre as quais estão proteínas da mesma 

família. Os dados do GeneDB mostraram evidências de expressão em outros estágios do ciclo 

de vida do parasito que estão presentes no hospedeiro vertebrado (Figura 26).  

 

 

 
Figura 26: Expressão do transcrito MEA. Fonte: GeneDB. Cerc: Cercária. 3Hsomule: Esquistossômulo de 3 
horas. 24Hsomule: Esquistossômulo de 24 horas. Adult: Verme adulto. Disponível em 
<ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Schistosoma/mansoni/RNA-seq_plots/Smp_04/Smp_049250.pdf>. Acesso 
em 09 de novembro de 2016 
 

A tabela 7 resume os resultados obtidos através de ferramentas disponíveis na internet 

para avaliar as características que fortalecem o uso no imunodiagnóstico. As predições quanto 

à solubilidade e ausência de domínios transmembrana foram concordantes, favorecendo as 

etapas posteriores de produção do antígeno recombinante. No entanto, as análises de 

localização e secreção foram indefinidas. Mesmo com os scores indicando ausência de 

peptídeo sinal e 58% de localização intracelular, o secretoma indicou a possibilidade de 

secreção por vias alternativas, independentemente da existência de peptídeo sinal. Esses 

parâmetros serão avaliados posteriormente com a produção do anticorpo monoclonal e 

captura direta do antígeno em amostras humanas.   
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Tabela 7: Análise in silico de MEA 

Ferramenta Predição Análise 

SignalP 4.1 score≥0,4 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1) 
Presença peptídeo sinal Não 

SecretomeP score≥0,5 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP-2.0) 

Secreção pela via não 
clássica 

Sim 

TargetP 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) 
Localização subcelular Indefinido 

TMHMM 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) 
Domínio transmembrana Não 

SherLoc 

(https://abi.inf.uni-tuebingen.de/Services/SherLoc) 
Localização 58% nuclear 

Harrier 

(http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosui_submit.html) 
Solúvel Sim 

BCPred score≥0,9 

(http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/) 
Epítopos célula B 6 

 

 

5.4 Produção de MEAr 

 

 

5.4.1 Amplificação e clonagem de MEA  

 

 

O gene correspondente a MEA tem tamanho de 1005 pares de base (pb). A figura 27 

apresenta o produto da amplificação a partir do cDNA com fragmento no tamanho esperado 

(aproximadamente 1 quilobase ou Kb). Esse produto foi purificado do gel de agarose e serviu 

como molde para amplificação da sequência de MEA com os sítios para clonagem na 

plataforma Gateway®. O tamanho esperado do gene MEA com os sítios att foi de 1048 pb 

(1005 da sequência de MEA + 27 do sítio att + 12 da sequência Shine Dalgarno). A figura 28 

confirma a amplificação de um produto com peso de aproximadamente 1 Kb. O produto final 

então foi purificado por precipitação em etanol e os passos de inserção no vetor de entrada 

(pDONR) foram conduzidos.   
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Figura 27: Perfil eletroforético da amplificação de MEA. 0,5 µg de cDNA de ovo de Schistosoma mansoni 
foi amplificado por PCR, o produto submetido a gel de agarose 1% e corado por brometo de etídio. 

 

Figura 28: Perfil eletroforético da amplificação de MEA com sítios att. 0,5 µg de DNA de MEA foi 
amplificado por PCR, o produto submetido a gel de agarose 1% e corado por brometo de etídio. 
 

A reação de recombinação BP foi realizada a partir do DNA de MEA contendo os 

sítios att e o vetor de entrada pDONR. Vinte colônias (10 de cada placa) foram submetidas ao 

método de PCR para confirmação da presença dos clones (Figura 29). O gel referente aos 

produtos de PCR apresentou 3 colônias positivas (peso aproximado de 1 kb) na dupla seleção 

(primers MEA e M13). Esses plasmídeos foram purificados e sequenciados, este último 

confirmando a presença do inserto.  

 

A 

 

B 
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Figura 29: Perfil eletroforético dos clones de entrada. 10 colônias da placa 1 (A) e placa 2 (B) foram 
submetidas a PCR de colônia em dupla seleção para confirmação da presença do inserto. *: colônias positivas. 
 
 

A reação de recombinação LR se deu através dos clones de entrada 3, 7 e 16 e o vetor 

de destino pEXP1-DEST. Dez colônias de cada reação foram rastreadas por PCR para seleção 

dos clones transformados, sendo 15 positivas (Figura 30). Essas colônias foram cultivadas e 

os plasmídeos purificados para sequenciamento. Dez plasmídeos (originados da recombinação 

do clone de entrada 6) foram transformados em bactérias de expressão BL21 e um 

selecionado para expressão.  

 

Figura 30: Perfil eletroforético dos clones de destino. 10 colônias de cada recombinação (3, 6 e 7) foram 
submetidas a PCR para confirmação da presença do inserto. *: colônias positivas.  
 

 

5.4.2 Expressão e purificação de MEA 

 

 

 Primeiramente foi realizada uma predição do peso molecular de MEAr através do 

software Expasy (https://www.expasy.org/proteomics/protein_structure) o qual foi estimado 

em 43 kDa. A proteína MEA tem 334 aminoácidos os quais foram adicionados mais 47 

aminoácidos provenientes da construção do vetor recombinante (43 aminoácidos do vetor de 

expressão pEXP1-DEST + 4 aminoácidos da sequência Shine Dalgarno adicionada no 
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primer) totalizando então em 381 aminoácidos (Figura 31). Para avaliação da expressão, uma 

etapa de teste foi realizada utilizando diferentes condições de indução com IPTG: 1 

mM/30°C/4 h, 1mM/37°C/3 h e 0,2 mM/28°C/16 h. Alíquotas antes e após a indução foram 

coletadas e submetidas a SDS-PAGE e WB-his para avaliar a expressão e solubilidade (Figura 

32 e 33). A melhor condição foi definida como 1mM IPTG a 37°C por 3 a 4 h. O peso 

correspondente foi visualizado no SDS-PAGE em ambas as frações solúveis e insolúveis 

(Figura 32). O WB-his demonstrou que a maior disponibilidade da proteína está na fração 

solúvel além de confirmar que as outras condições de indução são inapropriadas para a 

expressão (Figura 33). De acordo com as condições definidas, a etapa de produção foi 

iniciada induzindo-se volumes de 1000 mL de LB.  

 

 

Figura 31: Predição do peso molecular de MEAr (43 kDa). Análise realizada através do software Expasy 
(https://www.expasy.org/proteomics/protein_structure) 
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Figura 32: Perfil eletroforético dos produtos da expressão de MEAr. As condições de indução com IPTG 
foram: 1 mM/30°C/4 h, 1mM/37°C/3 h e 0,2 mM/28°C/ON. Alíquotas foram coletadas antes (N Ind) e após a 
indução (1/2/3 h) com IPTG e separadas em fração solúvel (Sol) e insolúvel (Ins). A seta indica o peso de MEAr 
(43 kDa). N Ind: Não induzido. ON: Overnight.  
 

 
Figura 33: WB-his dos produtos da expressão de MEAr. As condições de indução com IPTG foram: 1 
mM/30°C/4 h, 1mM/37°C/3 h e 0,2 mM/28°C/ON. Alíquotas foram coletadas antes (N Ind) e após a indução 
(3/4 h) com IPTG e separadas em fração solúvel (S) e insolúvel (I). A seta indica o peso de MEAr (43 kDa). N 
Ind: Não induzido. ON: Overnight.  
 

As bactérias foram lisadas após indução e o sobrenadante (L1-L4, figura 34A) foi 

purificado por cromatografia de afinidade em coluna de Ni-NTA. A eluição foi realizada com 

diferentes concentrações de imidazol e a presença de MEAr foi confirmada por SDS-PAGE e 

WB-his (Figuras 34B-C). As frações eluídas foram agrupadas e dialisadas em PBS. O 

rendimento foi 0,6 mg de MEAr por 1000 mL de meio induzido.  
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       A                                                         B                                                   C 

 

Figura 34: Produtos da purificação de MEAr. SDS-PAGE 12% após lise bacteriana (A) e após purificação em 
coluna de níquel Ni-NTA (B). WB-his após purificação em coluna de níquel Ni-NTA (C). As setas indicam o 
peso de MEAr (43 kDa). L: Lisado. E: Eluição.   
 
 

Foram visualizadas bandas inespecíficas, entretanto a análise por espectrometria de 

massas utilizando a técnica de shotgun identificou 98,6% de abundância de MEA no produto 

purificado (Tabela 8). O único peptídeo correspondente a 1,4% se refere a uma proteína de E. 

coli. Shotgun é uma abordagem na qual uma maior resolução dos proteomas é possível, 

facilitando a identificação das proteínas menos abundantes, frequentemente perdidas quando 

utilizados os géis 2D. 

 

Tabela 8: Identificação por espectrometria de massas (Shotgun) do produto final purificado   

No. de acesso Proteína 

No. de 

peptídeos 

únicos  

Massa 

teórica 

(kDa) 

No. 

Aminoácidos 
pI 

Abundância 

relativa (%) 

Smp_049250.1 Major egg antigen 16 37,0 334 6,96 98,60 

Smp_106930.1 
Proteína choque térmico 

homologa 70 kDa 
1 69,8 637 5,58 1,40 

pI: Ponto isoelétrico  

 

 

5.5 Avaliação da antigenicidade de MEAr  

 

 

A proteína recombinante MEAr foi avaliada quanto sua antigenicidade utilizando uma 

amostra de soro positivo de área endêmica (106 opg) e negativo de área não endêmica (Figura 

35). Diferentes concentrações do antígeno foram utilizadas e a banda referente a MEAr (43 

kDa) foi reconhecida com 5 µg e 7 µg.  
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Figura 35: WB-MEAr utilizando amostra positiva e negativa para S. mansoni. 2, 5 e 7 µg de MEAr foi 
separado por SDS-PAGE 10% e transferidas para membrana de PVDF a 100V. Uma amostra positiva de área 
endêmica (106 opg) e negativa de área não endêmica foram adicionadas na diluição 1:800 e o conjugado anti-
IgG humano 1:80000 
 

5.6 Aplicação do IgG-ELISA-MEAr na detecção da esquistossomose mansoni  

 

 

5.6.1 Avaliação do desempenho de IgG-ELISA-MEAr 

 

 

Grupo de amostras  

 

 

Amostras positivas (n = 93) e negativas (n = 65) validadas pelo teste de referência 

foram utilizadas para a padronização do IgG-ELISA-MEAr. As informações das amostras 

negativas estão descritas 4.3.1.3. As amostras positivas foram provenientes das localidades 

rurais de Montes Claros (Pedra Preta, Tabuas e Estreito de Miralta) as quais estão descritas no 

item 4.3.1.1.  

O grupo foi composto por 52 homens e 41 mulheres, com idades de 5-80 anos e carga 

parasitária de 1 a 214 opg. A média geométrica da carga parasitária pela técnica de K-K do 

grupo selecionado foi 5,4 opg e mediana 4 opg. De acordo com a classificação da OMS 

existem três níveis de intensidade de infecção: baixa intensidade (1 – 99 opg), moderada (100 

- 399 opg) e alta (≥ 400 opg) (WHO, 2011). Como 93,5% (87/93) dos indivíduos 

apresentaram baixa intensidade de infecção (< 100 opg), uma subclassificação dentro dessa 

faixa foi realizada e está descrita na tabela 9. Entre os 93 indivíduos, 64 (68,8%) possuíam 
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carga parasitária ≤ 10 opg. Ainda, desses 64, 29 possuíam carga de 1 opg. Os outros 6,5% 

apresentaram intensidade de infecção moderada (100, 105, 106, 149, 151 e 214 opg). 

 

Tabela 9: Classificação dos indivíduos positivos utilizados na padronização de IgG-ELISA-MEAr 

 

Carga parasitária (opg)* Categoria  Total 

  n % 

 
≤ 10 64 68,8 

 
11-25 12 12,9 

 
26-50 3 3,2 

 
51-99 8 8,6 

 
≥100 6 6,5 

 
Total 93 100,0 

*opg calculado a partir do método de K-K (18L/4A, 24L/1A) 

 

 

Parâmetros do ensaio  

 

 

Duas diluições de soro (1:100 e 1:400) e duas concentrações de antígeno (1 µg/mL e 5 

µg/mL) foram empregadas. O conjugado anti-IgG humano foi adicionado 1:60000 conforme 

indicação do fabricante (A0170, Sigma). Os grupos dos indivíduos negativos e positivos 

mostraram diferenças significativas em todas as combinações (teste t, p ≤ 0,05) (Gráfico 1). 

Os parâmetros definidos foram: diluição do soro 1:100 e concentração de MEAr 1 µg/mL, 

uma vez que nessas condições uma maior amplitude de segregação entre os grupos positivos e 

negativos foi observada. 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8
Negativos (NN)

Positivos (FC)

1:100          1:400         1:100          1:400

1 µg/mL MEAr               5 µg/mL MEAr

p < 0,0001

p < 0,0001

p = 0,0004

p = 0,0165

D
O
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Gráfico 1: Padronização de IgG-ELISA-MEAr. A placa foi sensibilizada com 1 e 5 µg/mL de MEAr; 
adicionado 100 µL de amostras de soro positivo e negativo diluídas 1:100 e 1:400 em duplicata; conjugado anti-
IgG humano 1:60000. Os valores estão apresentados a partir da média de cada grupo e as barras de erros indicam 
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o desvio padrão. Diferenças estatísticas estão representadas pelo valor de p (teste t não pareado, IC: 95%). DO: 
Densidade óptica. NN: Negativos residentes de área não endêmica. FC: Positivos residentes de área endêmica.  

 

A consistência dos resultados quando o exame se repete foi avaliada como uma 

estimativa preliminar da repetitividade. Evidências de repetitividade são indicadas na fase de 

padronização quando aplicações em um maior número de amostras é um objetivo. A tabela 10 

apresenta o CV das amostras positivas e negativas testadas por três operadores diferentes. As 

amostras positivas tiveram CV = 8,08% e amostras negativas CV = 1,18%, ambas dentro do 

limite recomendável (< 15%) (Crowther, 2001).  

 

Tabela 10: Coeficiente de variação das amostras positivas e negativas no estudo preliminar de 

repetitividade do IgG-ELISA-MEAr 

Teste Positivos (n = 93) Negativos (n = 65) 

 OP 1 0,347 0,156 

OP 2 0,295 0,154 

OP 3 0,320 0,153 

Média 0,321 0,154 

Desvio Padrão 0,03 0,01 

Coeficiente de Variação (%) 8,08 1,18 

Coeficiente de variação calculado a partir da média das absorbâncias obtida por três operadores diferentes. OP: 
operador. 

 

 

Curva ROC: Desempenho na discriminação de indivíduos positivos e negativos 

 

 

O gráfico 2 apresenta as curvas ROC construída a partir das absorbâncias das amostras 

positivas e negativas para IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP. Quanto 

mais perto a curva ficar localizada ao canto superior esquerdo e quanto maior for a ASC, 

melhor é o teste para discriminar entre doentes e não doentes. A ASC pode ter qualquer valor 

entre 0 e 1 de modo que um diagnóstico perfeito tem ASC de 1 (S = E = 100 %) (Obuchowski 

et al., 2004). A ASC do IgG-ELISA-MEAr foi 0,9402 (IC: 90,71% a 97,33%), IgG-ELISA-

SEA foi 0,9384 (IC: 90,35% a 97,33%) e IgG-ELISA-SWAP 0,9612 (IC: 93,55% a 98,69%). 

A ASC > 0,90 indica elevado desempenho do teste, ou seja, precisão satisfatória em 

discriminar duas populações distintas (positivos e negativos). A comparação entre as curvas 

ROC foi realizada segundo DeLong e colaboradores (1988) (Gráfico 2). IgG-ELISA-SWAP 

(p = 0,2542) e  IgG-ELISA-SEA (p = 0,9311) não demonstraram diferenças significativas (p 

≥ 0,05) em relação a IgG-ELISA-MEAr. O Gráfico 3 compara as absorbâncias entre MEAr e 

os antígenos brutos. A correlação entre a DO de MEAr e SWAP foi maior em relação ao 

SWAP (r
2
 = 0,73 e 0,51, respectivamente).  
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Gráfico 2: Curva ROC do IgG-ELISA-MEAr (A) IgG-ELISA-SEA (B) e IgG-ELISA-SWAP (C). Curva 
ROC calculada a partir da média das absorbâncias de 93 indivíduos positivos e 65 negativos. As setas 
demonstram de forma esquemática o sentido que aumenta a sensibilidade e a especificidade. ASC: Área sob a 
curva. FP: Falsos positivos. VP: Verdadeiros positivos. 
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Gráfico 3: Regressão linear entre as absorbâncias de MEAr, SEA e SWAP no IgG-ELISA. Gráfico 
calculado a partir da média das absorbâncias de 93 indivíduos positivos e 65 negativos. IC: 95%.  
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Determinação dos pontos de corte e índices de desempenho 

 

 

Após construção das curvas ROC, os gráficos de disperção foram plotados 

demonstrando diferença significativa entre os indivíduos positivos de área endêmica (FC) e 

negativos de área não endêmica (NN) (Mann-Whitney, IC: 95%). Posteriormente alguns PCs 

foram selecionados baseados em diferentes combinações de sensibilidade e especificidade. Os 

resultados utilizando esses PCs foram organizados na tabela de contingência 2 x 2 e 

comparados ao teste de referência (K-K 18 L e 24 L) para determinação dos índices de 

desempenho (Tabela 11). Três PCs com o maior índice de acurácia foram pré-selecionados 

dentro de cada antígeno para uma avaliação preliminar.  Os mesmos estão destacados na 

tabela 8 e representados no gráfico 4.  
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Tabela 11: Índices de desempenho do ELISA em relação ao K-K na 
discriminação de indivíduos positivos (n = 93) e negativos (n = 65)  
  PC S (VP) E (VN) FN FP ACC 

    % n % N % N % N % 

Ig
G
-E
L
IS
A
-M

E
A
r 0,195 93,55 87/93 72,31 47/65 6,45 6/93 27,69 18/65 84,81 

0,203 89,25 83/93 75,38 49/65 10,75 10/93 24,62 16/65 83,54 

0,225 87,10 81/93 84,62 55/65 12,90 12/93 15,38 10/65 86,08 

0,237 84,95 79/93 86,15 56/65 15,05 14/93 13,85 9/65 85,44 

0,255 79,57 74/93 92,31 59/65 20,43 19/93 9,23 6/65 84,18 

0,265 78,49 73/93 95,38 62/65 21,51 20/93 4,62 3/65 85,44 

Ig
G
-E
L
IS
A
-S
E
A
 0,185 89,25 83/93 73,85 48/65 10,75 10/93 26,15 17/65 82,91 

0,193 87,10 81/93 80,00 52/65 12,90 12/93 20,00 13/65 84,18 

0,202 84,95 79/93 84,62 55/65 15,05 14/93 15,38 10/65 84,81 

0,210 84,95 79/93 87,69 57/65 15,05 14/93 12,31 8/65 86,08 

0,216 83,87 78/93 90,77 59/65 16,13 15/93 9,23 6/65 86,71 

0,246 81,72 76/93 100,00 65/65 18,28 17/93 0,00 0/65 89,24 

Ig
G
-E
L
IS
A
- 
S
W
A
P
 0,158 94,62 88/93 84,62 55/65 5,38 5/93 15,38 10/65 90,51 

0,172 90,32 84/93 86,15 56/65 9,68 9/93 13,85 9/65 88,61 

0,178 89,25 83/93 87,69 57/65 10,75 10/93 12,31 8/65 88,61 

0,180 88,17 82/93 89,23 58/65 11,83 11/93 10,77 7/65 88,61 

0,188 84,95 79/93 90,77 59/65 15,05 14/93 9,23 6/65 87,34 

0,200 80,65 75/93 95,38 62/65 19,35 18/93 4,62 3/65 86,71 

PC: Ponto de corte. S: Sensibilidade. VP: Verdadeiro positivo. E: Especificidade. VN: 

Verdadeiro negativo. FP: Falso positivo. FN: Falso negativo. ACC: Acurácia  
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Gráfico 4: Dispersão do IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-
ELISA-SWAP. Valores calculados a partir da média das absorbâncias de 93 
indivíduos positivos e 65 negativos. As linhas pontilhadas representam os PCs 

selecionados. As barras de erros indicam a mediana e os intervalos interquartis. 

Diferenças estatísticas estão representadas pelo valor de p (Mann-Whitney, IC: 

95%). DO: Densidade óptica. PC: Ponto de corte. S: Sensibilidade. E: 

Especificidade. 
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Como demonstrado na tabela 11, os PCs com maior sensibilidade (taxa de verdadeiros 

positivos) obtiveram uma menor especificidade (taxa de verdadeiros negativos). 

Consequentemente conduziram para a obtenção de um número menor de falso negativos e 

maior de resultados falso positivos. Dentro da pré-seleção, o PC que identificou maior 

número de verdadeiros positivos para IgG-ELISA-MEAr foi 0,225, para IgG-ELISA-SEA 

0,210, para IgG-ELISA-SWAP 0,158. Entretanto nem sempre o teste mais sensível é o mais 

acurado. O índice de acurácia é baseado em todos os resultados verdadeiros desse modo é 

influenciado também pela taxa de verdadeiros negativos (especificidade) (ACC = VP + VN / 

n total). Os PCs mais acurados apresentaram maior sensibilidade para IgG-ELISA-MEAr 

(PC: 0,225) e IgG-ELISA-SWAP (PC: 0,158). Para IgG-ELISA-SEA, o teste mais acurado 

foi relacionado ao PC 0,246 o qual a especificidade foi maior que a sensibilidade com 100% 

de detecção dos indivíduos negativos.  

A detecção dos indivíduos positivos foi realizada separadamente baseada na carga 

parasitária utilizando os PCs pré-selecionados e está descrita na tabela 12. O grupo ≤ 10 opg 

representa 68,8% dos indivíduos positivos. Para o IgG-ELISA utilizando qualquer um dos 

antígenos, a priorização da sensibilidade na escolha do PC demonstrou relevância para o 

aumento da positividade nesse grupo. Dos 64 indivíduos com cargas ≤ 10 opg, foram 

identificados 56, 52, 59 indivíduos empregando MEAr, SEA e SWAP no IgG-ELISA 

considerando o PC com maior sensibilidade, respectivamente. O PC com maior sensibilidade 

no IgG-ELISA-MEAr apresentou melhor desempenho nos demais grupos (1-99) 

demonstrando uma maior taxa de positividade que os demais. No IgG-ELISA-SEA a 

sensibilidade e especificidade não influenciaram na taxa de positividade nos grupos acima de 

10 opg. Resultado semelhante foi observado no IgG-ELISA-SWAP, entretanto a sensibilidade 

ainda foi relevante nos indivíduos até 25 opg.    
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Tabela 12: Sensibilidade de cada método de acordo com a carga parasitária obtida pelo método de 

referência* 

Carga parasitária (opg)* ≤ 10 11-25 26-50 51-99 ≥100 Total 

IgG-ELISA-MEAr n % n % n % n % n % n % 

PC: 0,225 (S: 87,10%, E: 84,62%) 56/64 87,5 10/12 83,3 2/3 66,7 7/8 87,5 6/6 100,0 81/93 87,1 

PC: 0,237 (S: 84,95%, E: 86,15) 54/64 84,4 10/12 83,3 2/3 66,7 7/8 87,5 6/6 100,0 79/93 84,9 

PC: 0,265 (S: 78,49%, E: 95,38%) 49/64 76,6 9/12 75,0 2/3 66,7 7/8 87,5 6/6 100,0 73/93 78,5 

IgG-ELISA-SEA n % n % n % n % n % n % 

PC: 0,210 (S: 84,95%, E: 87,69%) 52/64 81,3 10/12 83,3 3/3 100,0 8/8 100,0 6/6 100,0 79/93 84,9 

PC: 0,216 (S: 83,87%, S: 90,77%) 51/64 79,7 10/12 83,3 3/3 100,0 8/8 100,0 6/6 100,0 78/93 83,9 

PC: 0,246 (S: 81,72%, E: 100%) 49/64 76,6 10/12 83,3 3/3 100,0 8/8 100,0 6/6 100,0 76/93 81,7 

IgG-ELISA-SWAP n % n % n % n % n % n % 

PC: 0,158 (S: 94,62%, E: 84,62%) 59/64 92,2 12/12 100,0 3/3 100,0 8/8 100,0 6/6 100,0 88/93 94,6 

PC: 0,172 (S: 90,32%, E: 86,15%) 56/64 87,5 11/12 91,7 3/3 100,0 8/8 100,0 6/6 100,0 84/93 90,3 

PC: 0,178 (S: 89,25%, E: 87,69%) 55/64 85,9 11/12 91,7 3/3 100,0 8/8 100,0 6/6 100,0 83/93 89,2 

* opg calculado a partir do método de K-K (18L/4A, 24L/1A) 

 

O PC com maior índice de acurácia para cada antígeno foi selecionado para 

determinação do diagnóstico dos grupos de estudo (áreas endêmicas e não endêmicas). Para 

IgG-ELISA-MEAr o PC foi 0,225 (S: 87,10%, E: 84,62%, ACC: 86,08%), IgG-ELISA-SEA 

foi 0,246 (S: 81,72%, E: 100%, ACC: 89,24%) e IgG-ELISA-SWAP foi 0,158 (S: 94,62%, E: 

84,62%, ACC: 90,5%). Adotando esses parâmetros, IgG-ELISA-MEAr identificou 81/93 

indivíduos positivos e consequentemente apresentou a maior taxa de falso negativos de 12,9% 

(12/93). Dos 65 indivíduos saudáveis, 55 foram identificados como negativos e 10 foram 

falso positivos. IgG-ELISA-SEA apresentou uma especificidade de 100% identificando todos 

os indivíduos negativos, entretanto sua sensibilidade foi inferior a IgG-ELISA-MEAr e IgG-

ELISA-SWAP com detecção de 76/93 dos indivíduos positivos. O teste mais acurado entre 

todos foi IgG-ELISA-SWAP com especificidade igual do IgG-ELISA-MEAr (84,62%), 

porém com maior sensibilidade e consequentemente menos número de falso negativos (5/93).  

As taxas de positividade para IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-

SWAP foram 57,6%, 48,1% e 62%, respectivamente. A taxa de positividade do teste de K-K 

24 L adotado como método de referência foi 58,9% e o K-K  (2 L) foi 22,8% (Gráfico 5). A 

tabela 13 resume as tabelas 2 x 2 de cada IgG-ELISA adotando os PC selecionados com as 

taxas de positividade, índices de concordância e significância em relação ao teste de 

referência. O resultado do K-K (2 L) também foi incluído e comparado ao teste de referência 

para determinação dos índices de desempenho, uma vez que esse protocolo é a metodologia 

oficial adotada pela OMS na detecção de casos. Os resultados empregando os 3 antígenos 

apresentaram Kappa = 0,61-0,80 (substantial agreement). IgG-ELISA-MEAr e IgG-ELISA-
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SWAP não apresentaram diferença significativa comparado ao teste de referência (McNemar, 

p > 0,05). IgG-ELISA-SWAP apresentou maior índice de concordância entre todos os teste 

(Kappa = 0,80). Além disso, esse teste foi o melhor da detecção de indivíduos com cargas 1-

10 opg o qual representa 68,8% do grupo de amostras positivas (Gráfico 6).  Quando IgG-

ELISA-MEAr foi comparado com IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP o índice Kappa foi 

igual 0,57 e 0,60 (moderate agreement), respectivamente. O K-K (2 L) apresentou menor 

desempenho comparado a qualquer um dos testes de IgG-ELISA. A sensibilidade foi de 

38,71% (36/93) conduzindo a maior taxa de falso negativos (61,3%, 57/93). 
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Tabela 13: Avaliação de desempenho do IgG-ELISA e K-K (2 L) na discriminação de indivíduos positivos (n = 93) e negativos (n = 65) para S. mansoni 

 Método de referência (K-K 18/24 L) 

Ig
G
-E
L
IS
A
-M

E
A
r
 (
0
,2
2
5
) 

 
Positivo Negativo Total 

Ig
G
-E
L
IS
A
-S
E
A
 (
0
,2
4
6
) 

 
Positivo Negativo Total 

Ig
G
-E
L
IS
A
-S
W
A
P
 (
0
,1
5
8
) 

 
Positivo Negativo Total 

K
-K

 2
 L
 

 
Positivo Negativo Total 

  n % n % n %   n % n % n %   n % n % n %   n % n % n % 

Positivo 81 87,1 10 15,4 91 57,6 Positivo 76 81,7 0 0,0 76 48,1 Positivo 88 94,6 10 15,4 98 62,0 Positivo 36 38,7 0 0,0 36 22,8 

Negativo 12 12,9 55 84,6 67 42,4 Negativo 17 18,3 65 100,0 82 51,9 Negativo 5 5,4 55 84,6 60 38,0 Negativo 57 61,3 65 100,0 122 77,2 

Total 93 58,9 65 41,1 158 100 Total 93 58,9 65 41,1 158 100 Total 93 58,9 65 41,1 158 100 Total 93 58,9 65 41,1 158 100 

Sensibilidade: 87,10% (78,55% a 93,15%) Sensibilidade: 81,72% (72,35% a 88,98%) Sensibilidade: 94,62% (87,90% a 98,23%) Sensibilidade: 38,71% (28,78% a 49,38%) 

Especificidade: 84,62% (75,34% a 

93,47%) 
Especificidade: 100% (94,48% a 100%) 

Especificidade: 84,62% (73,52% a 

92,37%) 

Especificidade: 100,0% (94,48% a 

100,0%) 

Kappa = 0,71 Kappa = 0,79 Kappa = 0,80 Kappa = 0,34 

p = 0,83 p = 0,0001 p = 0,30 p < 0,0001 

Diferenças estatísticas representadas pelo valor de p (teste McNemar IC: 95%).  
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Gráfico 5: Taxa de positividade do IgG-ELISA e K-K. Valores 

calculados a partir da análise de 158 indivíduos (93 positivos de 

área endêmica e 65 negativos de área não endêmica). Diferenças 

estatísticas representadas pelo *(teste McNemar, IC: 95%, *: 

p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001) 

Gráfico 6: Sensibilidade de cada método considerando a carga 

parasitária (opg). Valores calculados a partir da análise de 

indivíduos positivos residentes de área endêmica (n = 93). 
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A análise de regressão foi utilizada para avaliar o comportamento da carga parasitária 

em relação a DO. A relação entre as duas variáveis foi positiva, porém baixa para os 3 

antígenos. Foi observada diferença significativa para IgG-ELISA-SEA (p = 0,0012) e IgG-

ELISA-SWAP (p = 0,0012) indicando que embora a relação entre opg e DO seja baixa ela 

não aconteceu ao acaso (Gráfico 7).  
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Gráfico 7: Regressão linear entre a carga parasitária (opg) e a DO do IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-

SEA e IgG-ELISA-SWAP. Gráfico calculado a partir da média das absorbâncias de 93 indivíduos positivos e 

carga parasitária em opg. Opg calculado a partir do método de K-K (18L/4A, 24L/1A). Opg: Ovos por grama de 

fezes. DO: Densidade óptica.   

  

 

5.6.2 Validade diagnóstica em diferentes grupos de estudo  
 
 

5.6.2.1 Fase crônica: Área endêmica de Tabuas  
 
 
Grupo de indivíduos positivos e negativos de área endêmica  

 
 

Utilizando os parâmetros definidos, o IgG-ELISA-MEAr, juntamente com o IgG-

ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP, foram avaliados na discriminação de indivíduos positivos 
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e negativos residentes da área endêmica de Tabuas descrita no item 4.3.1.1. Fizeram parte da 

avaliação amostras sorológicas de 120 residentes, 61 homens e 59 mulheres, com idade entre 

5-83 anos. As 65 amostras dos indivíduos negativos saudáveis foram adicionadas como 

controle (item 4.3.1.3). A taxa de positividade pelo teste de referência (K-K 24 L / 2 GS) foi 

33,33% (40/120). A carga parasitária dos indivíduos foi de 1-508 opg, com média geométrica 

de 14,9 opg e mediana 14,5 opg. A classificação dos indivíduos positivos está descrita na 

tabela 14. De acordo com a classificação OMS, 82,5% de todos os indivíduos positivos 

possuíam baixa intensidade de infecção, 15% moderada intensidade de infecção e 2,5% alta 

intensidade de infecção (508 opg).   

 

Tabela 14: Classificação dos indivíduos residentes de Tabuas pela carga parasitária 

Carga parasitária (opg)* Categoria Total 

  n % 

≤ 10 18 45,0 

11-25 7 17,5 

26-50 4 10,0 

51-99 4 10,0 

100-399 6 15,0 

 ≥ 400 1 2,5 

  Total 40 100 

* opg calculado a partir do método de K-K (24 lâminas = 1000 mg) e GS (2 procedimentos = 1000 mg) 

 

 

Desempenho do ensaio na discriminação de indivíduos positivos e negativos de área 

endêmica 

 

 

Os 3 testes demonstraram diferenças significativas quando o grupo positivo foi 

comparado com o grupo negativo de área não endêmica (Kruskal-Wallis, IC: 95%). 

Entretanto, a discriminação entre indivíduos positivos e aqueles negativos residentes das áreas 

endêmicas não foi significativa para IgG-ELISA-MEAr e IgG-ELISA-SWAP (p = 0,2270 e p 

= 0,2691), apenas para IgG-ELISA-SEA (p = 0,0004) (Gráfico 8). A ASC utilizando as 

amostras dos indivíduos positivos e negativos da área foi 0,57, 0,70 e 0,56 para IgG-ELISA-

MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP, respectivamente. Por se tratar de uma 

detecção indireta (detecção de anticorpos) é comum que residentes possuem anticorpos 

circulantes sem infecção ativa.  
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Gráfico 8: Desempenho do IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP no diagnóstico de 

residentes da área endêmica de Tabuas. Valores calculados a partir da média das absorbâncias de 40 

indivíduos positivos (endêmicos), 80 negativos (endêmicos) e 65 negativos (não endêmicos). As linhas 

pontilhadas representam os PCs. As barras de erros indicam a mediana e os intervalos interquartis. Diferenças 

estatísticas estão representadas pelo valor de p (Kruskal-Wallis, IC: 95%). DO: Densidade óptica. Pos: Positivos. 

Neg E: Negativos de área endêmica. Neg NN: Negativos de área não endêmica.   

 

As taxas de positividades para IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-

SWAP foram 57,5%, 82,5% e 75,8%, respectivamente. A taxa de positividade do teste de K-

K 24 L adotado como método de referência foi 33,3% e o K-K  (2 L) foi 18,3% (Gráfico 9). A 

tabela 16 resume as tabelas 2 x 2 de cada teste com as taxas de positividade, índices de 

concordância e significância em relação ao teste de referência. Todos os testes apresentaram 

diferença significativa com o teste de referência (p < 0,05, McNemar, IC: 95%). IgG-ELISA-

SWAP foi o único que apresentou Kappa = 0,22 (fair agreement) enquanto IgG-ELISA-

MEAr e IgG-ELISA-SEA apresentaram Kappa = 0,00 – 0,20 (slight agreement).  

IgG-ELISA-MEAr apresentou a menor taxa de verdadeiro positivos  (70%, 28/40) e 

consequentemente a maior taxa de falso negativos (30,0%, 12/40). Entretanto foi o teste com 

maior taxa de verdadeiros negativos 48,8 (39/80). IgG-ELISA-SEA apresentou a maior taxa 

de verdadeiro positivo  (97,5%, 39/40), entretanto a maior taxa de falso positivos (75%, 

60/80) com apenas 25% de verdadeiro negativos (20/80). IgG-ELISA-SWAP apresentou 95% 
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(38/40) de verdadeiro positivos e 33,8% (27/80) de verdadeiro negativos sendo o teste com 

melhor desempenho para essa área.   

A tabela 15 apresenta a taxa de positividade por grupo de cargas. Nos grupos acima de 

50 opg todos os testes detectaram 100% dos indivíduos. Nos grupos abaixo de 50 opg, IgG-

ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP apresentaram resultado superior ao IgG-ELISA-MEAr. 

IgG-ELISA-SEA apresentou melhor desempenho no grupo ≤ 10 opg com 100% (18/18) de 

detecção enquanto IgG-ELISA-MEAr apresentou 61,1% (11/18) de positividade. Na análise 

geral, IgG-ELISA-SEA demonstrou maior taxa de positividade entre os indivíduos que foram 

positivos no teste parasitológico alcançando 97,5% (39/40) de positividade (Gráfico 10).      

 

Tabela 15: Taxa de positividade de Tabuas de acordo com a carga parasitária obtida pelo método de 

referência 
Carga parasitária (opg)* ≤ 10 11-25 26-50 51-99 100-399 ≥ 400 Total 

 
n % n % n % n % n % N % n % 

IgG-ELISA-MEAr 11/18 61,1 4/7 57,1 2/4 50,0 4/4 100,0 6/6 100,0 1/1 100,0 28/40 70,0 

IgG-ELISA-SEA 18/18 100,0 6/7 85,7 4/4 100,0 4/4 100,0 6/6 100,0 1/1 100,0 39/40 97,5 

IgG-ELISA-SWAP 17/18 94,4 6/7 85,7 3/4 75,0 4/4 100,0 6/6 100,0 1/1 100,0 37/40 92,5 

* opg calculado a partir do método de K-K (24 lâminas = 1000 mg) e GS (2 procedimentos = 1000 mg) 
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Tabela 16: Avaliação de desempenho do IgG-ELISA e K-K (2 L) na discriminação de indivíduos positivos (n = 40) e negativos (n = 80) para S. mansoni residentes de 

Tabuas   

  Método de referência (K-K 24 L + 2 GS) 

Ig
G
-E
L
IS
A
-M

E
A
r
   Positivo Negativo Total 

Ig
G
-E
L
IS
A
-S
E
A
 

  Positivo Negativo Total 

Ig
G
-E
L
IS
A
-S
W
A
P
   Positivo Negativo Total 

K
-K

 2
 L
 

  Positivo Negativo Total 

  n % n % n %   n % n % n %   n % n % N %   n % n % n % 

Positivo 28 70,0 41 51,3 69 57,5 Positivo 39 97,5 60 75,0 99 82,5 Positivo 38 95,0 53 66,3 91 75,8 Positivo 22 55,0 0 0,0 22 18,3 

Negativo 12 30,0 39 48,8 51 42,5 Negativo 1 2,5 20 25,0 21 17,5 Negativo 2 5,0 27 33,8 29 24,2 Negativo 18 45,0 80 100,0 98 81,7 

Total 40 33,3 80 66,7 120 100,0 Total 40 33,3 80 66,7 120 100,0 Total 40 33,3 80 66,7 120 100,0 Total 40 33,3 80 66,7 120 100,0 

Kappa = 0,16 Kappa = 0,16 Kappa = 0,22 Kappa = 0,62 

p = 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001 

Diferenças estatísticas representadas pelo valor de p (teste McNemar, IC: 95%).  
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Gráfico 9: Taxa de positividade do IgG-ELISA e K-K na área 

de Tabuas. Valores calculados a partir da análise de 120 

residentes (40 positivos e 80 negativos). Diferenças estatísticas 

representadas pelo *(teste McNemar, IC: 95%, *: p<0,05; **: 

p<0,01; ***: p<0,001. 

Gráfico 10: Taxa de positividade da área de Tabuas obtida de 

acordo com a carga parasitária (opg). Valores calculados a partir 

da análise dos indivíduos positivos residentes de Tabuas (n = 40). 
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Controle de cura dos indivíduos infectados e tratados na localidade Tabuas 

 

 

Os indivíduos foram avaliados quanto à queda da DO após o tratamento com PZQ. Na 

avaliação da cura 180 dias após o tratamento, 22 indivíduos que foram negativos na avaliação 

parasitológica fizeram parte do acompanhamento. IgG-ELISA-MEAr e IgG-ELISA-SEA 

apresentaram diferenças significativas (teste t pareado, p = 0,0454 e p = 0,0429) antes e após 

o tratamento. IgG-ELISA-SWAP não apresentou diferença significativa (teste t pareado, p = 

0,3947) (Gráfico 11).      
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Gráfico 11: Desempenho das técnicas IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP na 

discriminação de indivíduos antes e após o tratamento com PZQ. Vinte e dois indivíduos foram avaliados 

180 dias após o tratamento com PZQ. Os valores foram calculados a partir da média das absorbâncias antes e 

após o tratamento. Diferenças estatísticas estão representadas pelo valor de p (teste t pareado, IC: 95%). DO: 

Densidade óptica.  

 

O gráfico 12 apresenta o desempenho dos testes IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA 

e IgG-ELISA-SWAP na avaliação da cura após tratamento. O melhor desempenho foi de IgG-

ELISA-MEAr com taxa de cura de 36,4% (8/22). IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP não 

foram eficientes para identificar os indivíduos tratados e curados previamente validados pelo 

teste de referência.   
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Testes 
Taxa de cura 

n % 

IgG-ELISA-MEAr 8/22 36,4 

IgG-ELISA-SEA 0/22 0,0 

IgG-ELISA-SWAP 0/22 0,0 
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Gráfico 12: Taxa de cura obtida pelo IgG-ELISA após 180 dias de tratamento com PZQ. Os valores foram 

calculados a partir da análise de 22 indivíduos residentes de Tabuas curados após o tratamento.  

 

 

5.6.2.2 Fase crônica: Área endêmica de Estreito de Miralta  

 

 

Grupo de indivíduos positivos e negativos de área endêmica  

 

 

O IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP, foram avaliados na 

discriminação de indivíduos positivos residentes da área endêmica de Estreito de Miralta 

descrita no item 4.3.1.1. Fizeram parte da avaliação amostras sorológicas de 136 residentes, 

68 homens e 68 mulheres, com idade entre 2-86 anos. As 65 amostras dos indivíduos 

negativos saudáveis foram adicionadas como controle (item 4.3.1.3). A taxa de positividade 

pelo teste de referência foi 23,53% (32/136). A carga parasitária dos indivíduos foi de 1-76 

opg com média geométrica de 4,8 opg e mediana 4,5 opg. A classificação dos indivíduos 

positivos está descrita na tabela 17. De acordo com a classificação da OMS, todos os 

indivíduos (100,0%) foram caracterizados com baixa intensidade de infecção na qual 78,1% 

eram infecções ≤ 10 opg.   
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Tabela 17: Classificação dos indivíduos residentes de Estreito de Miralta pela carga parasitária 

 

 Carga parasitária (opg)* Categoria Total 

  n % 

 
≤ 10 25 78,1 

 
11-25 1 3,1 

 
26-50 2 6,3 

 
51-99 4 12,5 

 
Total 32 100,0 

* opg calculado a partir do método de K-K (24 lâminas = 1000 mg) e GS (2 procedimentos = 1000 mg) 

 

 

Desempenho do ensaio na discriminação de indivíduos positivos e negativos de área 

endêmica 

 

 

Assim como na área de Tabuas, os 3 testes demonstraram diferenças significativas 

quando o grupo positivo foi comparado com o grupo negativo de área não endêmica (Kruskal-

Wallis, IC: 95%). Entretanto, a discriminação entre indivíduos positivos e aqueles negativos 

residentes das áreas endêmicas não foi significativa para IgG-ELISA-MEAr e IgG-ELISA-

SWAP (p = 0,9223 e p = 0,1409), apenas para IgG-ELISA-SEA (p < 0,0001) (Gráfico 13). A 

ASC utilizando as amostras dos indivíduos positivos e negativos da área foi 0,51, 0,74 e 0,59 

para IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP, respectivamente.  
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Gráfico 13: Desempenho do IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP no diagnóstico de 

residentes da área endêmica de Estreito de Miralta. Valores calculados a partir da média das absorbâncias de 

32 indivíduos positivos (endêmicos), 104 negativos (endêmicos) e 65 negativos (não endêmicos). As linhas 

pontilhadas representam os PCs. As barras de erros indicam a mediana e os intervalos interquartis. Diferenças 

estatísticas estão representadas pelo valor de p (Kruskal-Wallis, IC: 95%). DO: Densidade óptica. Pos: Positivos. 

Neg E: Negativos de área endêmica. Neg NN: Negativos de área não endêmica. 

 

As taxas de positividades para IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-

SWAP foram 66,9%, 68,4% e 77,9%, respectivamente. A taxa de positividade do teste de K-

K 24 L adotado como método de referência foi 23,5% e o K-K  (2 L) foi 10,3% (Gráfico 14). 

A tabela 19 resume as tabelas 2 x 2 de cada teste comparado ao teste de referência. Todos os 

testes apresentaram diferenças significativas com o teste de referência (p < 0,05, McNemar, 

IC: 95%). IgG-ELISA-MEAr demonstrou Kappa = 0 (poor agreement). IgG-ELISA-SEA e 

IgG-ELISA-SWAP apresentaram Kappa = 0,15 e 0,07, respectivamente (slight agreement).  

IgG-ELISA-MEAr apresentou a menor taxa de verdadeiro positivo  (65,6%, 21/32) e a 

maior de falso negativos (11/32). IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP demonstraram a 

mesma taxa de verdadeiros positivos (87,5%, 28/32), entretanto IgG-ELISA-SEA foi superior 

com uma maior taxa de verdadeiro negativos (37,5%, 39/104). IgG-ELISA-SWAP alcançou a 

maior taxa de falso positivos (75%, 78/104). 

 A tabela 18 apresenta a taxa de positividade por grupos de cargas. Todos os 

indivíduos de Estreito de Miralta (100%) foram caracterizados com baixa intensidade de 

infecção (< 100 opg) dos quais 72% representavam o grupo com carga ≤ 10 opg. Nenhum dos 
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testes identificou 100% dos indivíduos no grupo ≤ 10 opg, entretanto IgG-ELISA-SEA e IgG-

ELISA-SWAP demonstraram melhor desempenho (22/25) em relação a IgG-ELISA-MEAr 

(18/25) nesse grupo e nos demais. IgG-ELISA-SWAP foi o único teste que conseguiu 

identificar 100% dos indivíduos do grupo 11/25 e IgG-ELISA-SEA o único para o grupo 26-

50. Na análise geral, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP demonstraram maior taxa de 

positividade entre os indivíduos que foram positivos no teste parasitológico alcançando 87,5% 

(28/32) (Gráfico 15).      

 

Tabela 18: Taxa de positividade de Estreito de acordo com a carga parasitária pelo método de referência 

Carga parasitária (opg)* ≤ 10 11-25 26-50 51-99 Total 

 
n % n % n % n % n % 

IgG-ELISA-MEAr 18/25 72,0 0/1 0,0 1/2 50,0 2/4 50,0 21/32 65,6 

IgG-ELISA-SEA 22/25 88,0 0/1 0,0 2/2 100,0 4/4 100,0 28/32 87,5 

IgG-ELISA-SWAP 22/25 88,0 1/1 100,0 1/2 50,0 4/4 100,0 28/32 87,5 

* opg calculado a partir do método de K-K (24 lâminas = 1000 mg) e GS (2 procedimentos = 1000 mg) 
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Tabela 19: Avaliação de desempenho do IgG-ELISA e K-K (2 L) na discriminação de indivíduos positivos (n = 32) e negativos (n = 104) para S. mansoni residentes 

de Estreito de Miralta   

  Método de referência (K-K 24 L + 2 GS) 

Ig
G
-E
L
IS
A
-M

E
A
r
 

  Positivo Negativo Total 

Ig
G
-E
L
IS
A
-S
E
A
 

  Positivo Negativo Total 

Ig
G
-E
L
IS
A
-S
W
A
P
 

  Positivo Negativo Total 

K
-K

 (
2
 L
) 

  Positivo Negativo Total 

  n % n % n %   n % n % n %   n % n % n %   n % n % n % 

Positivo 21 65,6 70 67,3 91 66,9 Positivo 28 87,5 65 62,5 93 68,4 Positivo 28 87,5 78 75,0 106 77,9 Positivo 14 43,8 0 0,0 14 10,3 

Negativo 11 34,4 34 32,7 45 33,1 Negativo 4 12,5 39 37,5 43 31,6 Negativo 4 12,5 26 25,0 30 22,1 Negativo 18 56,3 104 100,0 122 89,7 

Total 32 23,5 104 76,5 136 100,0 Total 32 23,5 104 76,5 136 100,0 Total 32 23,5 104 76,5 136 100,0 Total 32 23,5 104 76,5 136 100,0 

Kappa = 0 Kappa = 0,15 Kappa = 0,07 Kappa = 0,54 

p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001 

Diferenças estatísticas representadas pelo valor de p (teste McNemar, IC: 95%).  
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Gráfico 14: Taxa de positividade do IgG-ELISA e K-K na 

área de Estreito de Miralta. Valores calculados a partir da 

análise de 136 residentes (32 positivos e 104 negativos). 

Diferenças estatísticas representadas pelo *(teste McNemar, IC: 

95%, *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001). 

Gráfico 15: Taxa de positividade da área de Tabuas obtida de acordo 

com a carga parasitária (opg). Valores calculados a partir da análise dos 

indivíduos positivos residentes de Estreito de Miralta (n = 32). 
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Controle de cura dos indivíduos infectados e tratados na localidade Estreito de Miralta 

 

Na avaliação da cura 180 dias após o tratamento, 22 indivíduos que foram negativos 

na avaliação parasitológica fizeram parte do acompanhamento em Estreito de Miralta. IgG-

ELISA-MEAr e IgG-ELISA-SEA apresentaram diferenças significativas (teste t pareado, p ≤ 

0,05) antes e após o tratamento. IgG-ELISA-SWAP não apresentou diferença significativa 

(teste t pareado, p = 0,1116) (Gráfico 16).  
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Gráfico 16: Desempenho das técnicas IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP na 

discriminação de indivíduos antes e após o tratamento com PZQ. Vinte e dois indivíduos foram avaliados 

180 dias após o tratamento com PZQ. Os valores foram calculados a partir da média das absorbâncias antes e 

após o tratamento. Diferenças estatísticas estão representadas pelo valor de p (teste t pareado, IC: 95%). DO: 

Densidade óptica.  

 

O gráfico 17 apresenta a taxa de cura dos testes IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA 

e IgG-ELISA-SWAP. O melhor desempenho foi de IgG-ELISA-MEAr com taxa de cura de 

54,54% (12/22).  
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Testes 
Taxa de cura 

n % 

IgG-ELISA-MEAr 12/22 54,5 

IgG-ELISA-SEA 4/22 18,2 

IgG-ELISA-SWAP 6/22 27,3 
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Gráfico 17: Taxa de cura obtida pelo IgG-ELISA após 180 dias de tratamento com PZQ. Os valores foram 

calculados a partir da análise de 22 indivíduos residentes de Estreito de Miralta curados após o tratamento.  

 
 

5.6.2.3 Negativos residentes em área sem transmissão localizada próxima a área 
endêmicas: Samambaia 
 
 

A localidade rural de Samambaia está localizada na região endêmica de Montes 

Claros. A área rural possui as mesmas características das áreas endêmicas de Tabuas e 

Estreito de Miralta. Entretanto nenhum caso de esquistossomose e outras helmintoses foram 

detectados na área após uma extensa avaliação parasitológica (K-K 24 L e 2 GS). O estudo 

relacionado a essa área e obtenção das amostras está descrito no item 4.3.1.4. Fizeram parte 

dessa avaliação 166 residentes, 93 homens e 73 mulheres entre 2-84 anos de idade. Amostras 

dos indivíduos saudáveis não residentes de área endêmica foram analisadas em paralelo para 

avaliar a amplitude de discriminação entre os grupos (Gráfico 18). O único caso positivo (K-

K = 8 opg) não refletiu a prevalência no local uma vez que o indivíduo residia há pouco 

tempo na comunidade. A taxa de positividade para IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e 

IgG-ELISA-SWAP foram respectivamente 95,8%, 81,9% e 91%. Todos os testes 

identificaram mais que 80% de todos os indivíduos negativos da área, apresentando um baixo 

desempenho (Gráfico 19).  
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Gráfico 18: Desempenho do IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP no diagnóstico de 

indivíduos negativos residentes em área sem transmissão próximos a áreas endêmicas. Valores calculados a 

partir da média das absorbâncias de 1 indivíduo positivo, 165 negativos da área e 65 negativos (não endêmicos). 

As linhas pontilhadas representam os PCs. Diferenças estatísticas estão representadas pelo valor de p (teste 

Mann-Whitney, IC 95%). DO: Densidade óptica. Pos: Positivos. Neg: Negativos da área. Neg NN: Negativos de 

área não endêmica.   
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Gráfico 19: Taxa de positividade de indivíduos residentes da área de Samambaia. Os valores foram 

calculados a partir da análise de 166 indivíduos residentes da área (1 positivo e 165 negativos). 
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5.6.2.5 Fase aguda: Turistas infectados em São Joao Del Rei  
 
 

Amostras sorológicas de 49 indivíduos em fase aguda foram avaliadas. A descrição da 

obtenção dessas amostras esta descrita no item 4.3.1.2. O teste parasitológico de fezes não foi 

realizado em todos os indivíduos, sendo, portanto a maioria deles diagnosticados por sinais e 

sintomas clínicos comuns a fase aguda de infecção. Amostras de indivíduos saudáveis 

negativos não residentes de área endêmica e submetidos a áreas de risco para infecção (item 

4.3.1.3) foram analisadas em paralelo para demonstrar a amplitude da discriminação entre 

positivos e negativos (Gráfico 20). A taxa de positividade para IgG-ELISA-MEAr, IgG-

ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP foram respectivamente 89,8%, 100% e 91,8% (Gráfico 

21).     
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Gráfico 20: Desempenho do IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP no diagnóstico de 

indivíduos em fase aguda da infecção. Valores calculados a partir da média das absorbâncias de 49 indivíduos 

positivos e 65 negativos (não endêmicos). As linhas pontilhadas representam os PCs. As barras de erros indicam 

a mediana e os intervalos interquartis. Diferenças estatísticas estão representadas pelo valor de p (teste Mann-

Whitney, IC 95%). DO: Densidade óptica. Pos Ag: Positivos em fase aguda de infecção. Neg NN: Negativos de 

área não endêmica.   
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Gráfico 21: Taxa de positividade de turistas de São Joao Del Rei. Os valores foram calculados a partir da 

análise de 49 indivíduos turistas da região (49 positivos). 
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6 DISCUSSÃO  
 
 

O diagnóstico da esquistossomose necessita de avanços na atualidade. Os programas 

de controle ao longo dos anos, envolvendo o melhoramento do saneamento básico e 

disponibilidade do PZQ, resultaram no controle da morbidade e consequentemente no 

aumento de áreas de baixa endemicidade. A técnica oficialmente padronizada pela OMS, o K-

K realizado com 2 lâminas, possui baixa sensibilidade nessas áreas as quais correspondem  a 

grande parte das regiões afetadas atualmente (WHO/PAHO, 2014; Katz, 2018). O POC-

CCA® tem sido avaliado como uma possível ferramenta para ser integrada aos programas de 

controle da doença. Na África, POC-CCA® tem sido apontado como método superior ao K-K 

no mapeamento da prevalência e determinação das estratégias de controle (Colley et al., 

2017). No Brasil, o desempenho do POC-CCA® ainda apresenta baixo desempenho com um 

grande número de resultados falsos devido à interpretação de traços como positivos, quando 

na verdade muitos deles são negativos (Coelho et al., 2016; Grenfell et al., 2018). Além disso, 

existe também um número significativo de resultados falso negativos devido a baixa 

sensibilidade na identificação de indivíduos com baixas cargas parasitárias (Silveira et al., 

2016; Oliveira et al., 2018). O Brasil e as regiões endêmicas da África possuem perfis 

epidemiológicos diferentes. Estudos prévios demonstraram que as baixas intensidades de 

infecção no Brasil são caraterizadas, na sua grande maioria, por cargas < 25 opg (Siqueira et 

al., 2015; Siqueira et al., 2016; Oliveira et al., 2018).  

Visando a disponibilidade de mais alternativas de diagnóstico, esse trabalho teve como 

objetivo avaliar o potencial de um novo antígeno recombinante produzido a partir do ovo de 

S. mansoni no imunodiagnóstico da esquistossomose. A detecção de anticorpos tem 

aumentado a sensibilidade na identificação de indivíduos de áreas não endêmicas, geralmente 

infectados durante viagens a áreas de transmissão (Van Gool et al., 2002; El Aswad Bel et al., 

2011; Hinz et al., 2017; Infurnari et al., 2017). Esses casos são raramente diagnosticados 

pelas técnicas parasitológicas devido à ausência de ovos nas fezes. Lambertucci e 

colaboradores (2013) empregaram o IgG-ELISA-SWAP como um critério no tratamento de 

turistas infectados após a exposição a um, até então, desconhecido foco de transmissão. Esses 

indivíduos não haviam entrado em contato com nenhuma área endêmica anteriormente ou 

recebido tratamento no passado. Todos os 50 viajantes apresentaram sintomas semelhantes da 

fase aguda com altos títulos de IgG anti-Schistosoma (Grenfell, R. F., Martins, W., 

Drummond, S. C., et al., 2013; Lambertucci et al., 2013). O IgG-ELISA-SEA é um método 
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comercialmente disponível utilizado na detecção de profissionais de saúde recém chegados de 

áreas endêmicas (Kinkel et al., 2012).  

Embora indivíduos de área endêmica sejam expostos o tempo todo a antígenos do 

parasito, possuindo, portanto, altos títulos de anticorpos sem estarem infectados, estudos 

prévios apontaram o uso das técnicas indiretas como ferramenta auxiliar na identificação de 

indivíduos com baixas cargas parasitárias residentes dessas áreas (Kanamura et al., 1998; 

Noya et al., 2002; Igreja et al., 2007; Da Frota et al., 2011; Pinheiro et al., 2012; Espirito-

Santo et al., 2014). Pinheiro e colaboradores (2012) realizaram a triagem de indivíduos de 

uma área de baixa endemicidade do Brasil através da detecção de anticorpos. Os indivíduos 

positivos na sorologia foram conduzidos a uma extensa avaliação parasitológica (K-K, 

Helmintex e GS) adotada como referência do estudo (Pinheiro et al., 2012). Espírito-Santo e 

colaboradores (2015) recomendaram o IgG e IgM-ELISA como ferramenta de triagem 

seguidos da análise por um método mais específico (PCR)  na detecção de casos em uma área 

de baixa endemicidade no Brazil, elaborando assim um algoritmo capaz de estimar a real 

positividade da área (Espirito-Santo et al., 2015).  

A detecção de antígenos ou anticorpos aderidos a tiras imonocromatográficas, 

disponíveis em cassetes no formato point-of-care, são os mais incentivados pelo setor público 

devido a sua facilidade operacional em áreas com baixos recursos (Smith et al., 2012; 

Corstjens et al., 2014; Hinz et al., 2017). Durante o desenvolvimento dessas tecnologias, são 

necessários investimentos a longo prazo, envolvendo desde a pesquisa básica até a aplicação 

dos testes nas áreas afetadas (Mabey et al., 2004). A escolha de um marcador apropriado 

(antígeno) e a avaliação do desempenho em técnicas convencionais como o ELISA estão entre 

os passos principais da fase inicial de desenvolvimento de um RDT (Corstjens et al., 2014; 

Utzinger et al., 2015). Neste trabalho o potencial do antígeno recombinante MEAr foi 

avaliado na técnica de ELISA indireta, baseada na identificação de anticorpos (IgG) em 

amostras sorológicas de indivíduos positivos e negativos de diferentes perfis epidemiológicos 

(área endêmica e não endêmica). Uma vez comprovado o potencial do antígeno, este poderá 

ser direcionado para a produção de anticorpos monoclonais e composição de um método 

direto adaptado para um RDT. As técnicas diretas são mais visionadas, uma vez que se 

aproximam mais da especificidade associada aos testes parasitológicos (Cavalcanti et al., 

2013).  

A escolha do antígeno é fundamental para a sensibilidade e especificidade atribuída 

aos imunoensaios. O uso de ferramentas proteômicas é uma das alternativas aplicadas durante 

a busca por novos antígenos marcadores de diagnóstico e prognóstico, assim como candidatos 
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para produção de vacina contra doenças infecciosas (Mutapi et al., 2005; Zhong et al., 2010; 

Hu et al., 2014; Ludolf et al., 2014). A combinação de análises proteômicas e sorológicas é 

denominada imunoproteômica, a qual consiste basicamente em três etapas: separação do 

extrato proteico por eletroforese bidimensional; detecção dos spots imunogênicos ao soro por 

Western blotting; e identificação das proteínas imunogênicas por espectrometria de massas 

(Ducan & Hunsucker, 2005). No presente estudo, por meio de experimentos de Western 

blotting bidimensional, procuramos explorar o imunoproteoma do extrato solúvel do ovo de S. 

mansoni empregando diferentes grupos de amostras com o intuito de identificar um candidato 

promissor ao diagnóstico em qualquer condição da infecção, como fase aguda e crônica, e 

também a diferenciação da fase pós-tratamento e as infecções casadas por outros helmintos.   

Alguns estudos de imunoproteômica envolvendo o fracionamento dos extratos de 

Schistosoma sp. já foram realizados na busca de biomarcadores de infecção. Mutapi e 

colaboradores (2005) avaliaram a imunorreatividade do soro de indivíduos infectados com S. 

haematobium contra antígeno de verme adulto identificando 26 proteínas imunodominantes 

(Mutapi et al., 2005). Zhong e colaboradores (2010) realizaram a triagem de antígenos de 

verme adulto de S. japonicum utilizando soro de coelho infectado com a finalidade do uso no 

imunodiagnóstico da doença. A partir desse estudo foram produzidos dois antígenos 

recombinantes (leucine aminopeptidase e fructose bisphosphate aldolase) os quais 

apresentaram sensibilidade acima de 90% para detecção de indivíduos em fase aguda e acima 

de 80% para indivíduos em fase crônica, além de especificidade 96,7% para ambos no ELISA 

indireto (Zhong et al., 2010). No que diz respeito a S. mansoni, dois estudos utilizaram a 

abordagem imunoproteômica com resultados promissores na busca por candidatos vacinais 

(Losada et al., 2011; Ludolf et al., 2014). Losada e colaboradores (2011) utilizando soro de 

coelho imunizado com dois peptídeos sintéticos de Sm28GST avaliaram o reconhecimento 

dos mesmos em extratos brutos de cercária e verme adulto sugerindo a elaboração de uma 

vacina eficaz contra diferentes estágios do parasito (Losada et al., 2011). Ludolf e 

colaboradores (2014) identificaram 47 proteínas imunorreativas ao extrato bruto de verme 

adulto utilizando uma triagem com soros de indivíduos positivos de áreas endêmicas. Soros 

de indivíduos negativos de área endêmica resistentes a infecção foram também testados e um 

antígeno foi unicamente reconhecido nesse grupo, o Fator Eucariótico de Elongamento da 

Tradução, sendo indicado como um potencial candidato vacinal (Ludolf et al., 2014).   

A abordagem do presente trabalho é a primeira realizada com extrato solúvel de ovo 

de S. mansoni utilizando um painel de soros humanos heterogêneo, principalmente no que diz 

respeito às amostras de indivíduos infectados com outros helmintos, de fase aguda e após 
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tratamento com PZQ. Essa diversidade de amostras permitiu uma triagem mais racional de 

um novo candidato ao diagnóstico. A fim de determinar se a imunorreatividade dos soros era 

proveniente de epítopos proteicos ou glicídicos, foi realizada uma etapa adicional do 

tratamento do SEA imobilizado em membrana de PVDF com metaperiodato/borohidreto. A 

oxidação com periodato é empregada para determinar a participação da porção glicídica na 

reatividade imunológica de glicoproteínas (Woodward et al., 1985). A presença de epítopos 

proteicos fortalece a produção da forma recombinante em sistema heterólogo de bactéria com 

manutenção da antigenicidade. Essa etapa também contribuiu para excluir da avaliação os 

spots reconhecidos com o grupo de amostras de indivíduos infectados com outros helmintos.  

O uso do SEA bruto leva a um número significativo de reações cruzadas devido ao 

poliparasitismo comum em áreas endêmicas (Doenhoff et al., 2004). Geralmente, as glicanas, 

responsáveis pela hipersensibilidade dos granulomas, são as frações mais compartilhadas e as 

mais imunogênicas entre as espécies (Ashton et al., 2001; Mathieson e Wilson, 2010; 

Meevissen et al., 2010).  

Vinte e três spots foram imunorreativos para as amostras positivas para S. mansoni 

(fase aguda e crônica). Destes, 22 foram compartilhados com soros de pacientes infectados 

com outros helmintos. O perfil de reconhecimento dos antígenos pelo pool de soro de 

indivíduos infectados por S. mansoni nas membranas tratadas pelo periodato/borohidreto 

reduziu em 50% comparado as membranas não tratadas (23 para 12 spots). O mesmo 

aconteceu com a reatividade do soro dos pacientes infectados com outros helmintos (22 para 

11 spots). A reatividade do pool de amostras negativas não mostrou diferença após oxidação 

(10 para 10 spots). Alguns estudos indicaram que a resposta imune de seres humanos 

infectados por parasitos pode ser diretamente contra epítopos de carboidratos e de 

glicoconjugados (Curwen et al., 2004; Meevissen et al., 2010). Embora, nem todos os 

carboidratos são sensíveis ao tratamento com periodato (Woodward et al., 1985), esses dados 

sugerem a influência das porções glicídicas na imunogenicidade das glicoproteínas e também 

sua participação nas reações cruzadas com outros parasitos. Alarcón de Noya e colaboradores 

(2000) demonstraram que a manipulação do SEA através da modificação das glicanas 

aumentou a especificidade do teste de IgG-ELISA na detecção de indivíduos infectados com 

S. mansoni (Alarcon De Noya et al., 2000). As glicoproteínas foram identificadas e excluídas 

durante a seleção do antígeno candidato ao imunodiagnóstico. 

O presente trabalho identificou igualmente 23 spots na fase aguda e na fase crônica na 

qual resultaram na caracterização de 12 proteínas imunogênicas. Atualmente, a diferenciação 

entre as duas fases de infecção se baseia em dados clínicos e epidemiológicos. Diferenciá-las 
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por meio do diagnóstico sorológico poderia contribuir para o estabelecimento de condutas 

adequadas para o tratamento dos pacientes infectados, entretanto este trabalho não identificou 

nenhuma proteína diferencialmente expressa para qualquer uma das fases de infecção. Alguns 

estudos inicialmente apontaram alguns antígenos como SmRP26 e KHL com potencial para 

discriminar entre a fase aguda e crônica, entretanto não houve reprodutibilidade nas 

avaliações posteriores (Verweij et al., 1995; Makarova et al., 2003; Beck et al., 2004; 

Makarova et al., 2005; Tanigawa et al., 2015). Um estudo mais sofisticado utilizando 

microarranjo de proteínas avaliou o reconhecimento de 92 proteínas utilizando soros de 

indivíduos infectados (fase aguda e crônica) e não infectados de área não endêmica. 

Cinquenta antígenos foram reconhecidos por soros em fase aguda e crônica. Desses, 8 

antígenos mostraram diferença entre positivos e negativos, e 4 foram diferencialmente 

reconhecidos entre fase aguda e fase crônica (Peptidyl prolyl cis trans isomerase B, Solute 

carrier family 31, Hypothetical protein, Gamma aminobutyric acid receptor subunit) (De 

Assis et al., 2016). Esses antígenos podem, potencialmente, ser avaliados na padronização e 

validação de novos métodos diferenciais para o diagnóstico das fases de infecção. 

Anticorpos ficam presentes no soro mesmo depois do tratamento do indivíduo, 

tornando-se um problema na diferenciação de infecções atuais em relação às curadas 

(Doenhoff et al., 2004). A persistência de anticorpos após o tratamento prejudica o 

monitoramento pós-tratamento o qual poderia ser solucionado por meio de um diagnóstico 

diferencial, utilizando um antígeno específico para essa fase. Na análise imunoproteômica 

após 180 dias do tratamento, os mesmos antígenos antes do tratamento foram identificados 

após o tratamento, havendo apenas uma discreta diminuição da intensidade da reação. Mutapi 

e colaboradores (2005), empregando uma abordagem similar a este trabalho, porém com 

infecções com S. haematobium, identificaram 5 proteínas exclusivamente imunorreativas em 

amostras sorológicas após o tratamento. Uma justificativa para a presença de novos antígenos 

nessa fase está relacionada à liberação desses antígenos após a morte do parasito e exposição 

para o sistema imunológico do hospedeiro (Mutapi et al., 2005).    

Dentre as proteínas identificadas na análise imunoproteômica, a Major Egg Antigen, 

denominada aqui como MEA, foi a única que atendeu aos critérios propostos e demonstrou 

potencial para compor um teste de diagnóstico: foi identificada nas amostras de indivíduos 

infectados para S. mansoni (agudos e crônicos); não foi reconhecida no grupo de indivíduos 

infectados por outros helmintos e no grupo de indivíduos negativos; e manteve a 

imunorreatividade após deglicosilação do extrato. MEA, conhecida também como Smp-40, é 

uma das 40 proteínas mais expressas do SEA (Curwen et al., 2004; Mathieson e Wilson, 
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2010). Curwen e colaboradores (2004), comparando o proteoma de S. mansoni entre os 

estágios do ciclo de vida, descreveram a proteína MEA como uma das 40 proteínas mais 

expressas no extrato solúvel de ovo (em torno de 10%) (Curwen et al., 2004). Cass e 

colaboradores (2007) demonstraram que MEA é a terceira proteína mais abundante secretada 

pelo ovo (Cass et al., 2007). van Balkom e colaboradores (2005) em sua análise proteômica 

demonstraram que MEA pode ser encontrada também no tegumento de vermes adultos (Van 

Balkom et al., 2005).  

MEA é uma chaperona e tem homologia para a família das proteínas de choque 

térmico. As chaperonas são as proteínas mais abundantes do ovo e estão envolvidas na 

proteção do miracídio ao estresse oxidativo do meio, a desnaturação e agregação de proteínas 

(Mathieson e Wilson, 2010). Esse tipo de proteína, em parasitos, age como antígenos 

imunodominantes desencadeando uma acentuada resposta T e B, principalmente na produção 

de citocinas do tipo Th1 (Cai et al., 1996). MEA foi descrita como altamente antigênica em 

seres humanos infectados (Cao et al., 1993). O perfil de citocinas obtidos de células 

mononucleadas do sangue periférico (PBMC) de pacientes infectados por S. mansoni e 

estimuladas com MEA purificada foi associado à redução da formação do granuloma e a uma 

vacina anti-patológica (Abouel-Nour et al., 2006). 

Essa proteína foi previamente sugerida para ser empregada no imunodiagnóstico uma 

vez que foi imunoprecipitada no soro humano (Nene et al., 1986) e em soro de camundongo 

na fase crônica infecção (Cordingley et al., 1983). Nene e colaboradores (1986) empregando 

soro anti-Smp40 recombinante produzido em coelho, demonstraram o reconhecimento do 

antígeno em diferentes estágios de vida do parasito: cercárias, esquistossômulos, vermes 

adultos e ovos (Nene et al., 1986). Cass e colaboradores (2007) utilizando a reação periovular 

demonstraram pontos da secreção de MEA na superfície do ovo através da precipitação 

antígeno-anticorpo por fluorescência (Cass et al., 2007). Ludolf e colaboradores (2014) 

identificaram a imunorreatividade desse antígeno contra amostras de indivíduos crônicos 

através do WB-2D (Ludolf et al., 2014). A proteína recombinante MEAr foi produzida 

mantendo demonstrou reconhecimento similar a forma nativa. MEAr foi reconhecida pelo 

soro de indivíduo infectado de área endêmica (106 opg) e não foi reconhecida pelo soro de 

indivíduo negativo de área não endêmica. Ludolf e colaboradores (2014) apresentaram 

resultado similar com o dado adicional da não reatividade de indivíduos negativos resistentes 

à infecção moradores de áreas endêmicas (Ludolf et al., 2014).   

A relação de MEA com o imunodiagnóstico ainda é escassa na literatura. Uma vez que 

esse antígeno se mostrou promissor na triagem imunoproteômica, avaliamos o desempenho da 
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forma recombinante (MEAr) na detecção de IgG por ELISA. Embora a detecção de 

anticorpos possua baixo desempenho na diferenciação de infecções ativas daquelas curadas, 

sua principal vantagem está na detecção de indivíduos recentemente expostos a áreas de risco 

(fase pré-patente) e aqueles com baixas cargas parasitárias (Da Frota et al., 2011; Pinheiro et 

al., 2012; Cavalcanti et al., 2013; Espirito-Santo et al., 2015). Além disso, o uso de antígenos 

recombinantes aliado ao ELISA, pode potencialmente aumentar a especificidade do teste, 

atribuindo mais valor na sua aplicação (Grenfell, Silva-Moraes, et al., 2012; Cavalcanti et al., 

2013; Carvalho et al., 2014; Kalenda et al., 2015). 

As amostras positivas utilizadas na técnica do IgG-ELISA-MEAr foram validadas por 

uma extensa avaliação parasitológica. Como 93,5% (n = 87) dos indivíduos do grupo 

possuíam cargas abaixo de 10 opg, um aperfeiçoamento da detecção parasitológica é 

necessário para garantir a real taxa de positividade (Enk, Lima, et al., 2008; Siqueira et al., 

2015). Isso possibilitou ter um método de referência para a determinação dos índices de 

desempenho das técnicas de IgG-ELISA. A taxa de positividade pelo método de K-K (2 L) foi 

de 22,8% e pelo método de referência foi 58,9%. A comparação entre as duas técnicas 

apresentou um Kappa = 0,34 (fair agreement). O K-K (2 L) diagnósticou apenas 36 casos dos 

93 casos detectados pelo teste de referência, confirmando sua baixa eficiência para indivíduos 

com infecções de baixa intensidade. Siqueira e colaboradores (2015, 2016) apresentaram 

dados similares em duas áreas de baixa endemicidade do Brasil quando a taxa de positividade 

aumentou de 8% para 14,4% e de 10,6% para 19,1% analisando 2 L e 24 L, respectivamente 

(Siqueira et al., 2015; Siqueira et al., 2016).  

A alta sensibilidade da técnica de IgG-ELISA permite identificar indivíduos 

comumente não diagnosticados pela técnica padronizada pela OMS (K-K 2L/1A) (Da Frota et 

al., 2011; Carneiro et al., 2012; Smith et al., 2012; Espirito-Santo et al., 2014; Gomes et al., 

2014; Kalenda et al., 2015). Além da avaliação do desempenho do IgG-ELISA-MEAr tendo 

como referência a avaliação parasitológica, o IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP também 

foram incluídos na análise. Esses métodos já foram descritos e são utilizados no Centro 

Nacional de Referência para Diagnóstico da Esquistossomose da Fiocruz na determinação do 

diagnóstico em casos com sintomas persistentes da doença, porém com teste parasitológico 

negativo (Grenfell, R. F., Martins, W., Enk, M., et al., 2013). Mesmo tendo essas técnicas 

disponíveis, o uso de antígenos brutos apresenta limitações. É necessário ter uma 

infraestrutura adequada para manutenção do ciclo biológico do S. mansoni e uma grande 

quantidade de animais para desenvolver a fase de desenvolvimento relacionada ao hospedeiro 

definitivo para obtenção de vermes e ovos. A possibilidade da produção em larga escala de 
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antígenos recombinantes tem ampliado seu uso como alternativa aos antígenos brutos (El 

Aswad Bel et al., 2011; Smith et al., 2012; Hinz et al., 2017).  

Para a padronização dos 3 ensaios, IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-

ELISA-SWAP, foram empregadas amostras de indivíduos das áreas endêmicas de Pedra 

Preta, Tabuas e Estreito de Miralta, totalizando o grupo com 93 amostras. As amostras de 

indivíduos de área não endêmica não tinham histórico de infecção por S. mansoni nem haviam 

entrado em contato com áreas endêmicas nos últimos 10 anos. Todos os 3 antígenos 

demonstraram desempenho satisfatório na discriminação dos indivíduos positivos e negativos 

(ASC > 0,90). A ASC é uma medida de precisão diagnóstica global na qual o valor 1 indica 

teste perfeito e 0,5 não discriminante (Borges, 2016). O ensaio IgG-ELISA-SWAP apresentou 

o melhor desempenho com ASC igual a 0,96 entretanto sem diferença significativa com IgG-

ELISA-MEAr. Sarhan e colaboradores (2014), utilizando o mesmo padrão de amostras deste 

trabalho demonstraram resultados similares com ASC igual a 0,992 e 0,871 para IgG-ELISA-

SWAP e IgG-ELISA-SEA, respectivamente (Sarhan et al., 2014). Grenfell e colaboradores 

(2013) determinaram ASC = 0,9402 na discriminação de indivíduos positivos de área 

endêmica e indivíduos saudáveis de área não endêmica empregando o CCAr no IgG-ELISA, 

corroborando com o desempenho satisfatório do uso de antígenos recombinantes nesta análise 

(Grenfell, R., Harn, D. A., et al., 2013).      

As taxas de positividade para IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-

SWAP foram 57,6%, 48,1% e 62% com Kappa igual a 0,71, 0,79 e 0,80 (substantial 

agreement), respectivamente. Embora a concordância de IgG-ELISA-MEAr não tenha sido 

superior aos testes empregando os antígenos brutos, todos apresentaram o mesmo grau de 

concordância com o método referência. Prévios estudos identificaram Kappa igual a 0,85 e 

0,75 para IgG-ELISA-SWAP e IgG-ELISA-SEA em relação ao K-K (24 L) (Grenfell, R. F., 

Martins, W., Enk, M., et al., 2013). A concordância entre IgG-ELISA-MEAr e as técnicas 

IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP foram determinadas considerando que essas são 

metodologias já padronizadas. O índice Kappa foi 0,57 para IgG-ELISA-MEAr versus IgG-

ELISA-SEA e 0,60 para IgG-ELISA-MEAr versus IgG-ELISA-SWAP (moderate 

agreement). Na comparação das absorbâncias obtidas no IgG-ELISA, SWAP também se 

relacionou melhor com MEAr (r2 = 0,73) em relação ao SEA (r2 = 0,51). Kalenda e 

colaboradores (2015) avaliaram a relação das absorbâncias do IgG-ELISA empregando SEA e 

SWAP em relação ao antígeno recombinante SmTRP8 e obtiveram r2 igual a 0,68 e 0,89, 

respectivamente, corroborando com os dados apresentados neste trabalho (Kalenda et al., 

2015). Smith e colaboradores (2012) demonstraram um coeficiente r2 = 0,91 na relação entre 
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SEA e o antígeno de cercária CTF no IgG-ELISA (Smith et al., 2012). Esses dados mostram 

que antígenos recombinantes, embora não superem os antígenos brutos, apresentam relação 

positiva significativa.  

A sensibilidade e especificidade denominam-se também taxa de verdadeiros positivos 

e taxa de verdadeiros negativos, respectivamente, e são utilizados na avaliação do 

desempenho de testes diagnósticos (Obuchowski et al., 2004). O teste ideal, com 100% de 

sensibilidade e especificidade raramente existe na prática, pois a tentativa de melhorar a 

sensibilidade frequentemente tem o efeito de diminuir a especificidade. Uma maior 

sensibilidade conduz a um menor número de falso negativos e seria uma alternativa 

recomendada na escolha do PC quando se deseja que nenhum indivíduo fique sem tratamento 

e contribua para transmissão da doença. Entretanto a taxa de verdadeiros negativos 

(especificidade) nessas condições é menor, conduzindo a um grande número de falso 

positivos e de tratamentos desnecessários. Os PCs neste trabalho foram selecionados baseados 

no índice de acurácia e apresentaram diferentes combinações de sensibilidade e 

especificidade. A acurácia por definição é a proporção de indivíduos classificados 

corretamente entre todas as amostras analisadas, ou seja, um teste com 100% de acurácia tem 

100% de sensibilidade e especificidade (Crowther, 2001; Borges, 2016). A acurácia para IgG-

ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP foi 86,08%, 89,24% e 90,51%, 

respectivamente. Seguindo esse critério de seleção, IgG-ELISA-MEAr alcançou sensibilidade 

de 87,10% (81/93) e especificidade de 84,62% (55/65); IgG-ELISA-SEA 81,72% (76/93) e 

100% (65/65) e IgG-ELISA-SWAP 94,62% (88/93) e 84,62 (55/65).  

O teste que apresentou maior sensibilidade foi IgG-ELISA-SWAP (87,10%) e o teste 

que demonstrou maior especificidade foi IgG-ELISA-SEA (100%). Sarhan e colaboradores 

(2014), empregando amostras de área não endêmica como controle negativo na avaliação de 

três antígenos brutos, atribuíram maior sensibilidade para IgG-ELISA-SWAP (100%) e maior 

especificidade para IgG-ELISA-SEA (82,35%). Os autores deste trabalho adotaram como 

critério o cut-off com maior sensibilidade e a mínima especificidade com o objetivo de obter 

menos resultados falso negativos (Sarhan et al., 2014). Se a mesma sensibilidade fosse 

selecionada para todos os testes, por exemplo, 89,25%, IgG-ELISA-MEAr seria mais 

específico que IgG-ELISA-SEA com um maior número de resultados verdadeiros negativos. 

El Aswad e colaboradores (2011) demonstraram resultados similares com o antígeno 

recombinante CTF comparado ao SEA em amostras de uma área não endêmica. Com a 

mesma sensibilidade (89,7%) CTF alcançou especificidade superior ao SEA (100% vs 95,2%) 

(El Aswad Bel et al., 2011). Outros estudos relacionaram altos níveis de sensibilidade e 
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especificidade aos antígenos recombinantes rSm200 (90% vs 93,3%) (Carvalho et al., 2014) e 

CCAr utilizando amostras positivas de área endêmica e negativas de área não endêmica como 

controle (100% vs 96%) (Grenfell, R., Harn, D. A., et al., 2013).    

IgG-ELISA-SEA apresentou 100% de especificidade, identificando todos os 

indivíduos negativos como tal. Entretanto essa alta especificidade estimou 17 casos falso 

negativos. Se fosse considerar essa metodologia estabelecida no diagnóstico como é 

demonstrado fora do Brasil (Kinkel et al., 2012; Smith et al., 2012), 17 indivíduos ficariam 

sem receber o tratamento adequado e contribuiriam para a transmissão da doença. Os ensaios 

IgG-ELISA-MEAr e IgG-ELISA-SWAP apresentaram a mesma especificidade, com 10 

resultados falso positivos, os quais receberiam o tratamento indevidamente. IgG-ELISA-

SWAP apresentou a menor taxa de falso negativos (5/93) entre todos os testes de modo que 5 

indivíduos ficariam sem o tratamento enquanto que esse número aumentaria para 12 se IgG-

ELISA-MEAr fosse empregado. Embora a taxa de falso positivos seja significativa nas 

aplicações de SEA e SWAP, Silveira e colaboradores (2016) demonstraram que IgG-ELISA-

SEA e IgG-ELISA-SWAP eficientemente diagnosticaram 14,6% dos indivíduos que não 

foram diagnosticados por POC-CCA mas que posteriormente foram confirmados por K-K 

(Silveira et al., 2016)      

Indivíduos com cargas ≤ 10 opg corresponderam a 68,8% (64/93) do total de amostras 

testadas. Este grupo representa grande maioria das infecções encontradas nas áreas de 

transmissão da doença no Brasil (Siqueira et al., 2015; Siqueira et al., 2016; Oliveira et al., 

2018). Dentre as 64 amostras, 56 foram identificadas por IgG-ELISA-MEAr e 27 

representavam cargas igual a 1 opg. Entre as 8 amostras não identificadas, 2 possuíam cargas 

com 1 opg. O ensaio IgG-ELISA-SEA identificou apenas 49 amostras desse grupo o que pode 

ser justificado pela escolha do PC com uma menor sensibilidade. Entre as 15 amostras não 

identificadas pelo IgG-ELISA-SEA, 10 possuíam cargas com 1 opg. Já IgG-ELISA-SWAP 

mostrou o melhor desempenho, identificando 59 casos com cargas ≤ 10 opg. Entre os 5 casos 

não identificados, 4 possuíam cargas de 1 opg e 1 possuía carga de 2 opg. A maioria dos 

indivíduos não identificados por IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP possuíam cargas 

abaixo de 25 opg e 10 opg, respectivamente. Por outro lado, as 12 amostras não identificadas 

entre os 93 indivíduos positivos pelo IgG-ELISA-MEAr possuíam cargas parasitárias 

variando de 1 a 99 opg.  

O coeficiente de relação encontrado entre as variáveis absorbância e opg foi baixo em 

todos os ensaios, principalmente para IgG-ELISA-MEAr (r2 = 0,02), o que justifica a não 

identificação de indivíduo com carga de 52 opg. Outros trabalhos também demonstraram a 
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ausência de relação entre os títulos de anticorpos e a carga parasitária quando SEA, SWAP e 

outros antígenos recombinantes foram utilizados no IgG-ELISA (Sorgho et al., 2005; 

Grenfell, R. F., Martins, W., Enk, M., et al., 2013; Kalenda et al., 2015). Por outro lado, uma 

correlação positiva significativa foi demonstrada pelo IgG-ELISA utilizando o antígeno 

recombinante rSm200 (Carvalho et al., 2014), CEF6 (Dunne et al., 1984; Doenhoff et al., 

1993) e SERPIN (Tanigawa et al., 2015). A falta de correlação entre os títulos de anticorpos e 

a carga parasitária ainda é um problema na padronização de novos métodos, uma vez que a 

intensidade de infecção ainda é determinada pela contagem de ovos nas fezes.  

Uma vez que a técnica IgG-ELISA-MEAr foi padronizada, esta foi avaliada em 

grupos de estudos distintos: duas áreas endêmicas com pacientes possuindo baixas cargas 

parasitárias (Tabuas e Estreito de Miralta), um grupo de amostras de indivíduos acometidos 

pela fase aguda em uma viagem de turismo (São João Del Rei), e um grupo de indivíduos 

negativos de uma área sem transmissão para esquistossomose, porém localizada em uma 

região endêmica (Samambaia).  

Nas áreas endêmicas de Tabuas e Estreito de Miralta as taxas de positividade foram 

33,3% e 23,5%, empregando o método de referência, respectivamente. A discriminação entre 

indivíduos positivos e negativos residentes destas áreas apresentou diferença significativa 

apenas para IgG-ELISA-SEA com ASC igual a 0,70 e 0,74 para Tabuas e Estreito de Miralta, 

respectivamente. Outros estudos não demonstraram o mesmo (Smith et al., 2012). IgG-

ELISA-MEAr e IgG-ELISA-SWAP demonstraram desempenho aproximados em Tabuas 

(ASC = 0,57 vs 0,56) e Estreito de Miralta (ASC = 0,51 vs 0,59), confirmando a relação entre 

os ensaios apresentada na padronização. IgG-ELISA-SEA foi o método mais sensível em 

Tabuas (97,5%) e consequentemente o menos específico (25%). IgG-ELISA-MEAr foi o mais 

específico (48,8%) entretanto o menos sensível (70%). IgG-ELISA-SWAP apresentou 

sensibilidade próxima ao IgG-ELISA-SEA (95%) com especificidade superior (33,8%). Na 

área de Estreito de Miralta, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP apresentaram a mesma 

sensibilidade (87,5%), porém IgG-ELISA-SEA determinou maior especificidade (37,5%).  

Quaisquer uns dos antígenos brutos demonstraram melhor desempenho nas áreas 

endêmicas em relação ao antígeno recombinante. Os testes IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-

SWAP foram os mais sensíveis, entretanto a taxa de falsos positivos foi maior que 50%. 

Novamente, se o IgG-ELISA fosse empregado como uma ferramenta isolada, 60 indivíduos 

identificados falsamente como positivos pelo IgG-ELISA-SEA receberiam o tratamento 

indevidamente. Já em Estreito, seriam 78 indivíduos negativos tratados desnecessariamente. 

Bezerra e colaboradores (2018) demonstraram uma alta taxa de positividade do IgG-ELISA-
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SWAP (40,7%) em relação ao teste parasitológico (1,6%), provavelmente devido a resultados 

falso positivos (Bezerra et al., 2018). Enquanto que por um lado, IgG-ELISA-MEAr poderia 

evitar esses resultados falso positivos, o número de falso negativos em Tabuas (12/40) e 

Estreito de Miralta (11/32) foram os mais altos. Essa interpretação levaria ao não tratamento 

desses indivíduos, fazendo que os mesmos continuassem contribuindo para a transmissão da 

doença.  

A queda da especificidade quando os testes indiretos são aplicados nas áreas 

endêmicas assim como o baixo desempenho da diferenciação entre os indivíduos positivos e 

negativos residentes de áreas endêmicas já foram reportados (Sorgho et al., 2005; El Aswad 

Bel et al., 2011; Smith et al., 2012; Dawson et al., 2013). El Aswad e colaboradores (2011) 

demonstraram a queda da especificidade quando o IgG-ELISA empregando SEA e o antígeno 

recombinante CTF foram primariamente empregado em uma área não endêmica e 

posteriormente avaliados em indivíduos positivos e negativos endêmicos. A queda da 

especificidade foi maior para o antígeno SEA (95,2% vs 26,3%) em relação ao antígeno 

recombinante CTF (100 vs 68,4%), corroborando com nossos resultados (El Aswad Bel et al., 

2011). Esses dados já haviam sido reportados anteriormente associados ao antígeno CEF6 

(Doenhoff et al., 1993). Dawson e colaboradores demonstraram 76,6% de sensibilidade e 

37,9% de especificidade pelo IgG-ELISA-SEA na identificação de crianças de uma área 

endêmica (Dawson et al., 2013).  

  A análise após 180 dias do tratamento também foi realizada nessas áreas. Houve 

queda significativa do título de anticorpos para IgG-ELISA-SEA entretanto não o suficiente 

para ser considerado negativo no ELISA, ou seja, estar abaixo do PC. Além da existência de 

anticorpos por longos períodos após o tratamento, a persistência de determinados antígenos 

no organismo do hospedeiro é capaz de estimular a produção e manter os níveis reativos 

(Mutapi et al., 2005). Trabalhos demonstram que níveis de IgG1, IgG3 e principalmente IgG4 

anti-SEA e SWAP caem 6 meses após tratamento e que a determinação de títulos de IgG4 

pode ser um bom indicador da cura após tratamento (Vendrame et al., 2001). Neste trabalho 

anticorpos anti-SWAP não demonstraram queda após o tratamento. IgG-ELISA-MEAr foi o 

mais eficiente entre os 3 ensaios o qual determinou uma taxa de cura de 36,4% para Tabuas e 

54,4% para Estreito de Miralta. IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP não identificaram 

nenhum indivíduo tratado e curado em Tabuas (0/22). Alguns antígenos são reportados na 

literatura como eficientes marcadores da cura após tratamento, como SmTRP10 (Kalenda et 

al., 2015), CEF 6 (Bligh et al., 2010) e CCA (Grenfell, R., Harn, D. A., et al., 2013). Um teste 

preliminar foi realizado com amostras de área endêmica positivas exclusivamente para outros 
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helmintos (n = 37), e a taxa de positividade de IgG-ELISA-MEAr foi menor (54,1%) em 

relação a SEA (70,3%) e SWAP (73,0%).  

Um dado mais interessante está relacionado ao resultado da área de Samambaia e 

chama atenção para o uso de ensaios indiretos em áreas de indivíduos constantemente 

expostos em regiões endêmicas. Samambaia apresenta condições socioeconômicas e 

sanitárias semelhante a Tabuas e Estreito de Miralta, bem caracterizadas como áreas 

endêmicas do município de Montes Claros. Entretanto a técnica de K-K e GS identificaram 

0,6% de positividade o qual representa 1 caso importado de outra localidade. As taxas de 

positividade para IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-SWAP foram 95,8%, 

81,9% e 91%. Algumas amostras desse grupo compuseram o pool (15 amostras) da análise 

imunoproteômica e não reagiram com a proteína nativa. Embora a análise por espectrometria 

de massas tenha identificado 90% de cobertura do MEAr, essa proteína está reagindo com 

mais de 80% dos indivíduos sabidamente negativos. Esse resultado deve ser investigado com 

maior profundidade uma vez que essa área não possui transmissão para S. mansoni.  

O grupo de indivíduos de fase aguda foi previamente estudado em dois trabalhos nos 

quais a detecção de anticorpos contra SWAP e SmTeg atribui grande valor da detecção desses 

indivíduos precocemente (Lambertucci, 2010; Grenfell, R. F., Martins, W., Drummond, S. C., 

et al., 2013). Grenfell e colaboradores (2013) demonstraram taxa de positividade de 80% no 

IgG-ELISA-SmTeg em relação ao IgG-ELISA-SWAP na análise desse grupo (Grenfell, R. F., 

Martins, W., Drummond, S. C., et al., 2013). Entre os 49 indivíduos positivos, apenas 24 

haviam doado fezes para realização do teste de K-K (4 L). IgG-ELISA-MEAr, IgG-ELISA-

SEA e IgG-ELISA-SWAP identificaram 44, 49 e 45 indivíduos como positivos, 

respectivamente. Os 24 pacientes positivos para K-K foram identificados pelas três técnicas. 

Em geral, os antígenos secretados pelo ovo são considerados um dos mais imunogênicos, 

desencadeando uma resposta exacerbada na fase inicial da infecção (Wilson et al., 2007; 

Mathieson e Wilson, 2010). Isso pode explicar uma resposta mais acentuada contra SEA na 

fase aguda e consequentemente 100% de sensibilidade na identificação desse grupo. Prévios 

estudos utilizaram a detecção de IgA contra SEA e obtiveram uma resposta superior na 

detecção da fase aguda em relação a fase crônica (Rabello, 1995; Valli et al., 1997).    
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7 CONCLUSÃO 

 

Este estudo apresentou com sucesso a produção e a aplicação de um novo antígeno 

recombinante para o diagnóstico da esquistossomose. Mesmo com o bom desempenho de 

antígenos brutos nos métodos imunológicos, deve se considerar a disponibilidade de produção 

em larga escala dos antígenos recombinantes, difícil de ser alcançada pelos antígenos brutos 

devido à infraestrutura necessária para manutenção do ciclo biológico de S. mansoni. MEA 

foi identificada a partir do primeiro estudo de imunoproteômica utilizando extrato de ovo e 

amostras sorológicas humanas. Essa proteína foi reconhecida especificamente pelas amostras 

positivas para S. mansoni na análise 2D e sua forma recombinante (MEAr) manteve sua 

antigenicidade em ensaios de WB com soro positivo (área endêmica) e negativo (controle). 

Na discriminação de indivíduos positivos de área endêmica e negativos de área não endêmica 

utilizados como controle, IgG-ELISA-MEAr determinou uma ASC = 0,94 sem diferença 

significativa com IgG-ELISA-SEA (ASC = 0,94) e IgG-ELISA-SWAP (ASC = 0,96). Com 

uma sensibilidade de 87,10% e especificidade de 84,62%, o teste foi capaz de identificar 

87,5% (56/64) indivíduos com cargas ≤ 10 opg dos quais 27 apresentavam 1 opg. Na 

discriminação de indivíduos positivos e negativos residentes de áreas endêmicas IgG-ELISA-

MEAr apresentou baixa especificidade (< 50%) assim como IgG-ELISA-SEA e IgG-ELISA-

SWAP. Entretanto foi capaz de identificar indivíduos com baixas cargas parasitárias não 

identificados pelo método padronizado (K-K 2 laminas).  

Embora IgG-ELISA-MEAr tenha demonstrado resultados significantes na detecção de 

indivíduos com baixa carga parasitária, os métodos baseados na detecção de ovos continuam 

sendo a primeira escolha devido a alta especificidade. Enquanto que por um lado a detecção 

de anticorpos anti-MEAr por ELISA não pode ser aplicado como um único teste, o mesmo 

pode servir na elaboração de algorítimo para determinação da real prevalência em áreas de 

transmissão. Uma vez que o IgG-ELISA tem uma menor frequência de resultados falsos 

negativos, o mesmo pode ser aplicado como uma ferramenta de triagem seguido por uma 

subsequente avaliação parasitológica robusta. Na ausência de um método altamente sensível, 

o uso de combinadas técnicas se torna relevante em áreas de baixa endemicidade quando a 

eliminação da doença é um objetivo declarado. Finalmente, os dados apresentados neste 

trabalho poderão contribuir para o aperfeiçoamento de estratégias adotadas no controle da 

esquistossomose assim como abrir perspectivas para o desenvolvimento de técnicas que 

envolvam a detecção direta de MEAr através da produção de anticorpos monoclonais e 

detecção do antígeno em amostras não invasivas como saliva e urina. 
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