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RESUMO

Introducfo: A esquistossomose, causada pelo trematddeo S. mansoni, € uma das parasitoses
entre as doencas tropicais negligenciadas. Os caramujos do género Biomphalaria sio os
hospedeiros intermedidrios do parasita, desempenhando um papel crucial no ciclo de
transmissdo da doenga aos seres humanos, hospedeiros definitivos. Portanto, a deteccao
precoce e precisa do parasita em humanos e caramujos ¢ crucial para o controle da doenga,
com o auxilio de métodos moleculares como a qPCR, Nested-PCR, PCR Multiplex ¢ LAMP-
PCR. Objetivo: E demonstrar os métodos de diagndsticos moleculares mais sensiveis e
promissores para a deteccdo de schistosoma mansoni em hospedeiros intermedidrios e
definitivos. Metodologia: Foi realizado um estudo exploratério de revisao sobre o tema,
desenvolvido a partir de fontes de informacdo relevantes para o estudo, obtidas através das
bases de dados cientificas como PubMed e SciELO. Consultados repositorios de teses e
dissertagdes, bem como bibliotecas virtuais de universidades reconhecidas na area de
parasitologia e biologia molecular. Utilizando como descritores em pesquisa: “Schistosoma
mansoni”, “Biomphalaria”, “métodos diagndsticos moleculares”, "PCR", "qPCR", entre
outros. Os termos foram combinados utilizando operadores booleanos (AND, OR) para
ampliar a abrangéncia da busca. E estabelecidos critérios de inclusdo e exclusdo para a
qualidade da pesquisa. Resultados: Foi observado que os métodos moleculares qPCR e
Nested-PCR apresentaram uma maior sensibilidade para a detec¢do de Schistosoma spp.
chegando a 86,7% de sensibilidade em exames. Entretanto, a qPCR pdde ser mais promissora
nas regides de baixa endemicidade e em hospedeiros com baixa carga parasitaria, devido a
alta sensibilidade para detec¢do de pequenas quantidades de material genético e seu baixo
risco de contaminagdo. Conclusido: Conclui-se, que os métodos diagndsticos moleculares
representam uma ferramenta poderosa para a deteccao de Schistosoma spp. em seres humanos
e caramujos do género Biomphalaria. Onde sua sensibilidade, especificidade e rapidez
tornam-se essenciais para programas de controle da esquistossomose, possibilitando
intervengdes mais eficazes e direcionadas para interromper o ciclo de transmissdo do parasito.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria ocasionada pela infeccdo do verme
trematddeo Schistosoma spp., que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. O Schistosoma
mansoni, ¢ um endoparasita obrigatorio que necessita de um hospedeiro intermediario, como
caramujos do género Biomphalaria, e de hospedeiros definitivos, tais como seres humanos e
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outros mamiferos (Rocha et al., 2016). Portanto, a deteccdo precoce e precisa do parasita em
humanos e caramujos ¢ crucial para o controle da doenca. Os métodos tradicionais de
detec¢do de esquistossomose, com auxilio do kato-katz em microscopia e a observacdo de
cercarias em laminas mediante foto estimulagdo, sdo sensiveis, mas muitas vezes demorados ¢
exigem habilidades técnicas especializadas, podendo falhar em detectar infeccdes de baixa
intensidade.

Os métodos diagndsticos moleculares oferecem uma abordagem mais sensivel e
especifica para a detecgdo de Schistosoma em seres humanos e caramujos. Entre esses
métodos, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ou PCR Convencional ¢ amplamente
utilizada devido a sua alta sensibilidade e capacidade de detec¢do mesmo em baixas cargas
parasitarias (Melo, 2006). Em que esta permite amplificar regides especificas do DNA do
parasita, como o gene ribossdmico, e variar a técnicas mais especificas e eficazes como o
qPCR, Nested-PCR, PCR Multiplex e LAMP-PCR (Gonzaga, 2023). Tendo como beneficios
dos métodos moleculares uma maior sensibilidade, especificidade e automatizagdo. Destarte,
0 objetivo deste estudo ¢ demonstrar os métodos de diagndsticos moleculares mais sensiveis e
promissores para a detec¢do de schistosoma mansoni em hospedeiros intermediarios e
definitivos e as especificidades de cada método.

2 METODOLOGIA

O estudo trata-se de uma revisdo de literatura de carater exploratorio, desenvolvida
com o intuito de demonstrar técnicas moleculares que podem ser utilizadas para minimizar os
diagnosticos de falsos negativos em hospedeiros definitivos e intermediarios do schistosoma
mansoni. Inicialmente, foram identificadas fontes de informagdo relevantes para o tema,
obtidas através das bases de dados cientificas como PubMed e Scielo. Além disso, foram
consultados repositorios de teses e dissertacdes, bem como bibliotecas virtuais de
universidades reconhecidas na area de parasitologia e biologia molecular. A estratégia de
busca foi desenvolvida com base em termos de indexag¢do relacionados ao tema, incluindo
“Schistosoma mansoni”, “Biomphalaria”, “métodos diagnosticos moleculares”, "PCR",
"qPCR", entre outros. Os termos foram combinados utilizando operadores booleanos (AND,
OR) para ampliar a abrangéncia da busca.

Foram estabelecidos critérios de inclusdo para a selecdo dos estudos, os quais incluiam
artigos cientificos, revisdes, teses e dissertagdes que abordassem especificamente métodos
diagnosticos moleculares para detecgdo de Schistosoma mansoni. Foram excluidos estudos
que nao estivessem disponiveis em formato completo, ndo estivessem relacionados ao tema de
interesse ou fossem considerados de baixa qualidade metodoldgica. Apos a aplicagdo dos
critérios de inclusdo e exclusdo, os estudos foram triados em duas etapas: primeiro, por meio
da leitura dos titulos e resumos para identificar aqueles potencialmente relevantes; em
seguida, a leitura completa dos artigos selecionados para determinar sua inclusdo final na
revisao.

Os dados extraidos foram analisados e sintetizados para identificar padrdes, tendéncias
e lacunas no conhecimento relacionado aos métodos diagndsticos moleculares para detec¢ao
de Schistosoma spp. As informagdes obtidas foram entdo organizadas e apresentadas de
maneira clara e objetiva. Foi realizada uma avaliacdo da qualidade metodoldgica dos estudos
incluidos, considerando aspectos como delineamento do estudo, amostragem, descricdo dos
métodos utilizados e analise de resultados. Esta avaliacdo foi importante para garantir a
confiabilidade e validade dos achados da revisdao. Todos os procedimentos realizados durante
a revisdo foram conduzidos conforme principios éticos € normas de conduta cientifica,
garantindo a integridade e o respeito aos direitos dos autores e participantes envolvidos nos
estudos revisados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A esquistossomose mansoni ¢ uma parasitose prevalente no Brasil, ocasionada pela
infeccdo do helminto Schistosoma mansoni em hospedeiros intermedidrios caramujos do
género biomphalaria spp. subsequentes a contamina¢ao do ambiente limbico para infec¢ao de
hospedeiros definitivos como seres humanos (Friani et al., 2023). Nisso, os diagnosticos
“padrao-ouro” para a doenga, em seres humanos, € o teste parasitologico de Kato-Katz, e em
caramujos, o exame de foto estimulagdo, que identificam infectados e sua carga parasitaria de
ovos e liberagdo de cercarias, subsequentes. Entretanto, apresenta pouca sensibilidade em
areas de baixa endemicidade e em ambientes de estresse, no caso dos caramujos. Dessa forma,
faz-se necessaria a otimizagdo de testes de diagnostico mais eficazes, para identificacdo das
reais areas de transmissdo da doenga. Por isso, o grande problema no contexto da saude
publica é a caréncia de métodos diagnosticos sensiveis que identifiquem pacientes e
moluscos, assintomaticos e falso-negativos. Tendo como potenciais técnicas, os exames
diagnosticos moleculares PCR, que otimizam a sensibilidade. Podendo detectar infeccdes de
baixa intensidade, aumentando a especificidade, reduzindo o risco de falsos negativos e
aumentando a rapidez dos resultados sendo obtidos em poucas horas, além da automatizacao,
no qual alguns métodos moleculares podem ser automatizados, facilitando o processamento
de grandes volumes de amostras. Podendo consistir em técnicas de PCR Convencional,
variando em qPCR, Nested-PCR, PCR Multiplex e LAMP-PCR (Gonzaga, 2023).

O PCR Convencional amplifica regides especificas do DNA do parasita, como o gene
ribossdmico, podendo ser utilizado como diagndstico da esquistossomose, visa a deteccao
molecular da presenga de S. mansoni. Utilizando primers externos F3 e B3 desenhados por
Fernandez-Soto et al.,2014. Em que atuam como reagentes iniciadores (primers), sintetizados
para serem complementares as sequéncias conhecidas do DNA alvo, grande quantidade dos
quatro desoxirribonucleotideos trifosfatados (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e a enzima
termoestavel Taq DNA-polimerase, isolada da bactéria termofilica Thermus aquaticus e
tampao (Eisenstein, 1990). Replicando genes de interesse mediante ciclos a partir das etapas
de desnaturacdo, anelamento e extensdo (Melo, 2006).

Tendo, a partir do uso da PCR convencional, o surgimento de variagdes da ferramenta
molecular com o intuito de obter novas alternativas de analises (Gonzaga, 2023). Como, a
PCR Multiplex, amplificando mais de um segmento diferente de DNA em uma Unica reagao
(MELO, 2006); a qPCR ou PCR em tempo real, utilizada para quantificacdo da replicagdo do
material genético, sem o uso de eletroforese e evitando contaminagdes externas na reacao
(Espirito-Santo et al., 2014 A). Nested-PCR, duas reagdes de dupla amplificacdo, em que o
produto da primeira ¢ aplicado na segunda, aumentando a sensibilidade (MELO, 2006) e o
LAMP-PCR, que ocorre em temperaturas variaveis e a visualizacdo do produto podendo ser
realizada com adi¢do de corante ao proprio tubo de reacdo (Gomes; Junior; Melo, 2022).

Possuindo apenas, como desafios a serem contornados por esses métodos moleculares,
os altos custos financeiros e de investimento para suas aquisi¢des, o cuidado ao ajuste das
condi¢des ideais de concentragdo dos componentes da reagdo, a utilizacdo de indutores
especificos nos fragmentos de DNA e o alto risco da contaminagdo em contato com o
ambiente (Melo, 2006).

Nos estudos de Melo; 2006, Espirito-Santo et al., 2014 B; Gonzaga, 2023, o sistema
de qPCR otimizado e¢ a Nested-PCR foram utilizados sobre as amostras de DNA das fezes, e
obtiveram excelentes resultados comparados a métodos de diagnosticos usuais de microscopia
e a outros métodos moleculares. Nos quais, os resultados de Espirito-Santo et al., 2014 B,
Gonzaga, 2023, mostraram que a sensibilidade epidemiologica foi de 73,3% para Kato-Katz;
66,7% para Hoffman; e o mesmo valor de 86,7% para Nested-PCR ¢ qPCR.

O PCR multiplex, de acordo com o estudo de Mesquita et al.,2020, mostrou-se
promissor na identificagdo molecular especifica de familias de helmintos causadores da
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esquistossomose, diferenciando as familias de trematddeos Clinostomidae, Echinostomatidae,
Schistosomatidae e Strigeidae. Utilizando o rDNA como marcador molecular como forma de
taxonomia e sistematica em trematodeos. Os iniciadores concebidos geraram produtos de
PCR especificos da familia com tamanhos diferentes: 115, 140, 172 ¢ 183 pb para as familias
Clinostomidae, Schistosomatidae, Echinostomatidae e Strigeidae, respectivamente, sendo
capazes de detectar uma condi¢do de coinfecgdo em um hospedeiro potencial (Mesquita et
al.,2020).

No método de LAMP-PCR, tendo uma sensibilidade menor ¢ um menor custo em
relacdo aos demais exames diagnosticos moleculares, segundo Mesquita, et al.,2021, em seu
estudo, esse método diagnostico pode chegar a 100% de especificidade e a 85,7%
sensibilidade de positividade em infectados. Detectando a presenga de S.mansoni mesmo
quando os caramujos nao liberaram cercarias, o que fornece informagdes valiosas para os
servigos de vigilancia, uma vez que em muitas areas endémicas os caramujos recolhidos
raramente liberam cercérias, embora a transmissdo da esquistossomose continue presente
(Mesquita, et al.,2021).

Dessa forma, de acordo com os estudos descritos ¢ demonstrado todos os potenciais no
desenvolvimento e aplicacdo de técnicas de diagndstico molecular, em que ¢ explicitado que a
qPCR pode ser promissora nas regides de baixa endemicidade e em hospedeiros com baixa
carga parasitaria, devido a alta sensibilidade para deteccdo de pequenas quantidades de
material genético e seu baixo risco de contaminagdo. E que o conhecimento sobre a presenga
de uma familia de trematédeos com a utilizagdo do PCR multiplex em uma determinada area
pode prever potenciais impactos a saude e encontrar co-infecgdes de parasitos em hospedeiros
definitivos e intermediarios. Podendo ainda ser utilizados métodos moleculares de boa
qualidade e de baixo custo financeiro, como o LAMP-PCR, no auxilio diagnostico da doenga
em regides onde necessite uma melhor identifica¢do parasitéria.

4 CONCLUSAO

Conclui-se, que métodos diagndsticos moleculares representam uma ferramenta
poderosa para a deteccdo de Schistosoma spp. em seres humanos e caramujos do género
Biomphalaria. Onde sua sensibilidade, especificidade e rapidez tornam-os essenciais para
programas de controle da esquistossomose, possibilitando intervengdes mais eficazes e
direcionadas para interromper o ciclo de transmissdo do parasita. Sendo recomendado mais
estudos sobre os métodos moleculares descritos, visto o real potencial de suas aplicacdes.
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