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Resumo 

A esquistossomose é uma infecção crônica endêmica causada por parasitos do 

gênero Schistosoma, e ocorre em países 74 países na África, América do Sul e Ásia. Os 

três principais agentes desta infecção em humanos são: Schistosoma mansoni e 

Schistosoma japonicum, causadores da doença hepato-intestinal, e Schistosoma 

haematobium, responsável pela infecção genitourinária.  Apesar de haver tratamento 

efetivo como o praziquantel, a esquistossomose permanece como a segunda infecção 

parasitária mais prevalente no mundo. O diagnóstico da esquistossomose intestinal é 

feito através da direta visualização dos ovos em amostras fecais. O método atualmente 

recomendado pela Organização Mundial de Saúde em estudos epidemiológicos é o 

método de Kato-Katz. Apesar de simples e barato, em áreas de baixa endemicidade esta 

técnica perde sensibilidade, levando à ocorrência de casos falso-negativos e 

subestimação da prevalência da área estudada. O Helmintex® é um método 

coproparasitológico altamente sensível que permite o isolamento de ovos de 

Schistosoma à partir de 30 gramas de fezes, baseado na interação entre os ovos e esferas 

paramagnéticas em um campo magnético. Entretanto, este método demanda tempo e 

equipamentos especializados, sendo de difícil manipulação em estudos de campo. O 

mecanismo que promove a interação das esferas paramagnéticas com os ovos de 

Schistosoma não é conhecido. Tendo em vista a necessidade de ferramentas 

diagnósticas sensíveis e de fácil aplicabilidade em estudos epidemiológicos em áreas de 

baixa transmissão, este trabalho tem por objetivo estudar características físico-químicas 

da superfície dos ovos de S. mansoni e S. japonicum, afim de aprimorar a eficiência do 

método Helmintex®. Ovos de S. mansoni e S. japonicum foram isolados de fígados de 

camundongos experimentalmente infectados. Os ovos foram submetidos à analise 

morfológica e estrutural utilizando Microscopia Eletrônica de Varredura e Transmissão 

e análise elementar utilizando Espectroscopia por Dispersão de Energia. A 

susceptibilidade magnética foi determinada utilizando-se o SQUID (Superconducting 

Quantum Interference Device) e a concentração dos elementos químicos foi 

determinada através de Espectroscopia por Emissão Atômica. Experimentos para 

elucidar as propriedades de interação dos ovos e das microesferas foram conduzidos 

incubando ovos de ambas as espécies com diferentes microesferas paramagnéticas. Os 

resultados mostram que a superfície do ovo de ambas as espécies é recoberta por uma 

camada densa de microespinhos, sendo estes mais curtos e menos espaçados em S. 

mansoni. Os ovos espontaneamente ligam-se às partículas, com maior preferência por 

material magnético. Os ovos de S. japonicum possuem maior afinidade pelas 

microsesferas paramagnéticas do que os ovos de S. mansoni. A presença de 

estreptavidina na superfície das microesferas aumenta a afinidade de ambas as espécies 

por microesferas não-magnéticas, porém diminui a afinidade por microesferas 

paramagnéticas. Apesar da presença de ferro na casca do ovo tanto de S. mansoni 

quanto de S. japonicum, a origem da interação não parece ser magnética, e sim, baseada 

na diferença de cargas eletrostáticas presentes na superfície dos ovos e das microesferas. 

A continuidade deste estudo é importante para determinar as características físico-

químicas de ovos provenientes de fezes humanas, e pode levar ao aprimoramento e 

otimização do método Helmintex®. Estudos utilizando-se Microscopia de Força 

Atômica encontram-se em andamento. 

 

Palavras-chave: Schistosoma; propriedades magnéticas; superfície do ovo. 
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Abstract 

Schistososmiasis is a chronic endemic infection caused by parasites of the genus 

Schistosoma, and it occurs in 74 countries in Africa, South America and Asia. The three 

main agents of this infection in humans are: Schistosoma mansoni and Schistosoma 

japonicum, that cause the hepatic-intestinal disease, and Schistosoma haematobium, 

responsible for the genitourinary infection. Despite the effective treatment like 

praziquantel, schistososmiasis remains as the second most prevalent parasitic disease in 

the world. Diagnosis of the intestinal schistososmiasis is achieved through the direct 

visualization of the eggs in fecal samples. The current method recommended by the 

World Health Organization in epidemiological studies is the Kato-Katz method. Despite 

it being simple and cheap, in areas of low endemicity this technique loose sensibility, 

leading to the occurrence of false-negative cases and underestimation of the prevalence 

in the studied area. Helmintex™ is a coproparasitological method highly sensitive that 

allows the isolation of Schistosoma eggs from 30 grams of feces, based in the 

interaction between the eggs and paramagnetic microspheres in a magnetic field. 

However, this method demands time and specialized equipment, being of difficult 

manipulation in work field. The mechanism that promotes the interaction between the 

paramagnetic spheres with the Schistosoma eggs is not known. Considering the 

necessity of sensitive diagnostic tools of easy applicability in epidemiological studies in 

low endemicity areas, this work has the purpose to study the surface physical-chemical 

characteristics of S. mansoni and S. japonicum eggs, in order to enhance the efficiency 

of the Helmintex™ method. S. mansoni and S. japonicum eggs were isolated from livers 

of experimentally infected mice. The eggs were submitted to morphological and 

structural analysis using Scanning and Transmission Electron Microscopy and 

elemental analysis using Energy Disperssion Spectroscopy. The magnetic susceptibility 

was determined using SQUID (Superconducting Quantum Interference Device) and the 

concentration of the chemical elements was determined through Atomic Emission 

Spectroscopy. Experiments to elucidate the interaction properties of the eggs of the eggs 

and the microspheres were conducted incubating the eggs from both species with 

different paramagnetic microspheres. The results show that the egg surface of both 

species is recovered by a dense layer of microspines, being those shorter and less spaced 

in S. mansoni. The eggs spontaneously bind the particles, with a greater preference for 

magnetic material. S. japonicum eggs have a higher affinity for paramagnetic 

microspheres than S. mansoni eggs. The presence of streptavidin in the surface of the 

microspheres enhances the affinity of both species for non-magnetic material, however 

it decreases the affinity for paramagnetic microspheres. Despite the presence of iron in 

the eggshell of S. mansoni and S. japonicum, the origin of the interaction does not seem 

to be magnetic, but, based in the difference of electrostatic charges present in the 

surface of the eggs and the microspheres. The continuity of this study is important to 

determine the physical-chemical characteristics of eggs from human feces, and it can 

lead to the upgrading and optimization of the Helmintex™ method. Studies using 

Atomic Force Microscopy are in progress. 

 

Keywords: Schistosoma; magnetic properties; egg surface. 
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Apresentação 

 

 A presente tese é composta por introdução, objetivos e justificativa, dois artigos 

científicos que compõem os resultados, discussão, considerações finais e perspectivas, 

referências bibliográficas e anexo. 

 A introdução aborda os principais aspectos da esquistossomose e sua 

importância na saúde pública. As dificuldades na obtenção de resultados diagnósticos 

precisos em áreas de baixa transmissão justificam este trabalho, e o objetivo se 

concentra na necessidade de otimização do método Helmintex®, técnica 

coproparasitológica altamente sensível recentemente desenvolvida pelo grupo de 

Parasitologia Biomédica da PUCRS, baseada na interação dos ovos de Schistosoma com 

microesferas paramagnéticas em um campo magnético. 

 O primeiro artigo foi publicado na revista Plos Neglected Tropical Diseases em 

maio de 2013, The Iron Distribution and Magnetic Properties of Schistosome Eggshells: 

Implications for Improved Diagnostics. Neste trabalho foram investigadas as 

propriedades magnéticas dos ovos de Schistosoma mansoni e S. japonicum e 

características responsáveis pela interação dos ovos com microesferas paramagnéticas. 

 O segundo artigo foi aceito em 9 de agosto de 2014 na revista International 

Journal for Parasitology, The Affinity of Magnetic Microspheres for Schistosoma Eggs. 

Neste trabalho foram estudadas as interações dos ovos de Schistosoma mansoni e S. 

japonicum por microesferas com diferentes coberturas e funcionalizações.  

 A discussão aborda os principais aspectos sobre as propriedades magnéticas e de 

interação dos ovos de Schistosoma estudados nos dois artigos apresentados, seguido das 

considerações finais e perspectivas futuras para novos estudos. 

 Por fim, o anexo apresenta um artigo em elaboração que investigou a afinidade 

dos ovos de Schistosoma pelas microesferas paramagnéticas a partir da interação de 

diferenças eletrostáticas nas superfícies, hipótese levantada com base nos resultados 

aqui apresentados. 
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1. Introdução 

 

1.1. Esquistossomose 

 

A esquistossomose é uma infecção parasitária crônica endêmica causada por 

parasitos do gênero Schistosoma, e ocorre em países na África, América do Sul e Ásia 

(Chitsulo et al., 2000), afetando de 200 a 300 milhões de pessoas no mundo todo (Liang 

& Spear, 2008), ocasionando 200.000 mortes a cada ano (Rutitzky et al., 2005). Os três 

principais agentes desta infecção em humanos são: Schistosoma mansoni e Schistosoma 

japonicum, causadores da doença hepato-intestinal, e Schistosoma haematobium, 

responsável pela infecção genitourinária.  Apesar dos esforços para o controle desta 

infecção (Favre et al., 2001) e da possibilidade de erradicação desta parasitose através 

de medidas preventivas (Amauri et al., 2011) e tratamento efetivo adequado como o 

praziquantel (Savioli et al., 1997), a esquistossomose permanece como a segunda 

infecção parasitária mais prevalente no mundo, perdendo somente para a malária 

(Chitsulo et al., 2000). 

No Brasil, acredita-se que existam cerca de 6 milhões de indivíduos infectados 

com a esquistossomose mansônica, única espécie de interesse médico na região 

brasileira (Katz & Almeida, 2003), principalmente nos estados de Alagoas, Goiás, 

Sergipe, Pernambuco, Distrito Federal, Bahia, Espírito Santo, Maranhão, Paraíba, Rio 

Grande do Norte, Rondônia e Minas Gerais (Coura & Amaral, 2004), e cerca de 25 

milhões vivem em áreas onde a transmissão desta helmintíase é possível (Vendrame et 

al, 2001). 

 No Sul do país, focos isolados foram detectados no Paraná (Curitiba, Uraí, 

Jacarezinho, Santo Antônio da Platina, Jataizinho e Porecatu) e em Santa Catarina (São 

Francisco do Sul, Araquari, Massaranduba, Jaguará do Sul, Joinville) (Rey, 1991; 

Schlemper Júnior et al., 1996). No Rio Grande do Sul o primeiro caso autóctone da 

doença foi descoberto em janeiro de 1997, quando foram encontrados ovos de S. 

mansoni em um paciente hospitalizado no município de Sapucaia e residente em Esteio 

(Graeff-Teixeira et al., 1999). Desde então, o grupo de Parasitologia Biomédica da 

PUCRS vêm estudando este foco. 
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1.2. Ciclo biológico 

 

O ciclo biológico do parasito é complexo e requer um hospedeiro definitivo e 

um hospedeiro intermediário. Fêmeas de Schistosoma mansoni colocam seus ovos nas 

ramificações mais finas das veias mesentéricas do seu hospedeiro definitivo, um 

vertebrado. Os ovos atravessam a mucosa intestinal e saem junto com as fezes, no meio 

líquido, liberando uma larva móvel e ciliada chamada miracídio (Xavier et al, 1998), 

que deve encontrar o hospedeiro intermediário, um caramujo do gênero Biomphalaria, 

em até 12 horas. Após penetração no caramujo, os miracídios alojam-se em diversos 

tecidos do molusco e transformam-se em esporocistos que, por poliembrionia, geram 

esporocistos filhos e depois, cercárias (Rey, 2001). As cercárias que abandonam o 

hospedeiro invertebrado ficam nadando na água, quase sempre em direção à superfície, 

até entrarem em contato com a pele de um hospedeiro vertebrado (Xavier et al, 1998), 

promovendo a penetração do corpo cercariano e a concomitante perda da cauda (Neves 

et al, 1997). O corpo transforma-se em esquistossômulo, que penetra nos vasos 

sanguíneos da pele e do tecido subcutâneo e atinge as câmaras cardíacas direitas, os 

capilares pulmonares e o coração esquerdo. Levados pela circulação sistêmica, os 

esquistossômulos disseminam-se para vários órgãos e tecidos. Somente os 

esquistossômulos que chegam ao sistema porta-hepático, cerca de três semanas após a 

penetração das cercárias, são capazes de amadurecer, transformando-se em machos e 

fêmeas trinta dias após a penetração (Rey, 2001). Nesses vasos, os adultos acasalam-se, 

migrando posteriormente aos pares e contra o fluxo sanguíneo, até as vênulas do plexo 

mesentérico inferior, onde se inicia a oviposição (Baptista & Andrade, 2005).  

1.3. O ovo 

O ovo do S. mansoni é muito típico, medindo, em média, 150 µm de 

comprimento por 65 µm de largura. Tem o pólo anterior mais delgado e o posterior 

mais volumoso, com um espinho lateral saliente e agudo em suas proximidades. Já o 

ovo do S. japonicum é menor, medindo cerca de 110 µm de comprimento por 50 µm de 

largura. Possui formato ovalado e um espinho rudimentar (Ford & Blankespoor, 1979).  

A formação do ovo tem início na fêmea, quando um único oócito é produzido no 

ovário e liberado no oviduto. No oviduto, o oócito é fertilizado pelo esperma que vem 

do reservatório espermático. O ovo fertilizado segue pelo oviduto e une-se ao ducto 
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vitelínico, onde de 30-40 células vitelínicas irão envolver o ovo e seguir em direção ao 

oótipo. Uma vez no oótipo, este sofre contrações fazendo com que as células vitelínicas 

liberem grânulos contendo as proteínas precursoras da casca do ovo, dando início ao 

entrelaçamento de proteínas quinonas mediado pela atividade de enzimas tirosinases, 

que irão formar a casca endurecida e de coloração escura típica do ovo (Cordingley, 

1987; deWalick et al., 2011). 

A maturação do ovo tem início após a formação da casca e a passagem pelo 

útero da fêmea para a circulação sanguínea. Apenas um breve período de 

desenvolvimento ocorre dentro da fêmea, onde duas fases podem ser definidas: fase pré-

zigótica, quando os oócitos deixam o ovário, e fase zigótica, quando o oócito é 

fertilizado (estágio 0). No estágio 1, os ovos recém depositados pela fêmea são levados 

pela corrente sanguínea até ficarem presos em pequenas veias do hospedeiro, onde terão 

início as primeiras clivagens, resultando em um primórdio embriônico que ocupará 

metade do comprimento transversal do ovo. No estágio 2, há a formação de uma massa 

sólida celular chamada de estereoblátula, ocupando todo o comprimento transversal do 

ovo. O estágio 3 é caracterizado por um aumento da estereoblástula, assumindo um 

formato alongado e ocupando 2/3 do comprimento longitudinal do ovo. Inicia-se a 

formação do envelope externo. No estágio 4, há a formação de um sincício ao redor de 

todo o embrião, iniciando a formação do envelope interno. Há também formação da 

massa neural primordial. No estágio 5, o embrião ocupa quase toda a área interna do 

ovo, e o envelope externo assumiu um aspecto fino, granular e anucleado. Na região 

anterior do embrião, duas células grandes e imaturas, que irão formar as glândulas 

laterais do miracídio, aparecem ao lado do primórdio da massa neural. O estágio 6 

define o aparecimento de estruturas miracidiais, como o início da formação da glândula 

apical, e a formação do terebratório à partir da epiderme da região anterior do embrião. 

Na região posterior mediana do embrião ocorrerá a formação das células germinativas 

do miracídio. Precursores dos músculos começam a se diferenciar abaixo da epiderme. 

No estágio 7, o embrião alongado pré-formado ocupa toda a área do ovo, porém 

nenhum movimento é observado. O estágio 8 caracteriza o ovo maduro, quando o 

miracídio está totalmente formado, sendo possível observar movimentos rápidos no 

interior do ovo, contrações musculares, cílios e batimentos da célula-flama (Jurberg et 

al., 2009). 
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O diagnóstico da esquistossomose intestinal é feito através da direta visualização 

dos ovos em amostras fecais. Métodos coproparasitológicos possuem a vantagem de 

serem altamente específicos devido à visualização dos ovos nas fezes, sendo 

quantitativos e de baixo custo, com a confirmação da espécie feita pela morfologia do 

ovo. Porém estes métodos demandam muito tempo e trabalho, principalmente em locais 

onde a endemicidade é muito baixa e os pacientes podem apresentar menos de 1 ovo por 

grama de fezes.  

 

1.4. Diagnóstico 

 

O método diagnóstico atualmente mais utilizado em serviços de saúde e 

recomendado pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 2010) em estudos 

epidemiológicos é o método de Kato-Katz, que consiste na clarificação das fezes com 

uma mistura de água e glicerina contra-corada com verde de malaquita (Katz et al, 

1972). Entretanto, apesar de ser um método simples e barato, em áreas de baixa 

endemicidade e de baixa carga parasitária, esta técnica perde sensibilidade, levando à 

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

estudada (Enk et al., 2008).  

Como alternativa aos métodos parasitológicos, técnicas moleculares e testes 

imunológicos vêm sendo desenvolvidos para aumentar a sensibilidade no diagnóstico da 

esquistossomose. Métodos moleculares são baseados na amplificação de uma sequência 

altamente repetitiva do DNA do parasito (Pontes et al., 2002; Sandoval et al., 2006). Os 

métodos imunológicos indiretos detectam a presença de anticorpos específicos 

produzidos em resposta antígenos liberados pelo parasito, destacando-se a detecção de 

antígeno catódico circulante (CCA) e antígeno anódico circulante (CAA) através do 

ELISA (Van Lieshout et al., 2000); imunoeletrotransferência utilizando antígeno bruto 

do parasito (Sulahian et al., 2005), e a detecção por imunoblot de componentes de 

membrana de vermes adultos de S. mansoni (Cesari et al., 2005). Ambos os métodos, 

apesar de apresentarem alta sensibilidade e especificidade principalmente em áreas de 

baixa prevalência da infecção, apresentam desvantagens por não estabelecerem a 

intensidade da infecção, e também por não servirem como diagnóstico da infecção ativa, 
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uma vez que os resultados das provas imunológicas podem permanecer positivos por 

muito tempo, mesmo após o tratamento da infecção (Sturrock, 2001). 

 O recém desenvolvido Helmintex® é um método coproparasitológico altamente 

sensível em áreas de baixa endemicidade. Sua técnica permite isolar os ovos de 

Schistosoma a partir de 30 gramas de fezes, baseada na interação entre os ovos e esferas 

paramagnéticas, em um campo magnético (Teixeira et al., 2007). Estudos mostram que 

o Helmintex® é mais sensível que o método de Kato-Katz (Caldeira et al., 2012; 

Pinheiro et al., 2012), chegando à 100% de sensibilidade até 1.3 ovos por grama de 

fezes (Teixeira et al., 2007). Porém, apesar da alta sensibilidade, este método demanda 

tempo e equipamentos especializados, sendo de difícil manipulação em estudos de 

campo. 

 

2. Objetivos e justificativa 

 

 O mecanismo que promove a afinidade das esferas paramagnéticas pelos ovos de 

Schistosoma não é conhecido. Apesar da interação aparentemente ser magnética devido 

à presença de ferro na casca de ovos de S. japonicum (Jones et al., 2007), estudos 

anteriores mostraram que a superfície dos ovos de S. mansoni e S. japonicum é 

recoberta por uma matriz fibrosa denominada microespinhos, e que esta matriz pode ser 

responsável pela aderência dos ovos em vidros e formação de agregados (Ford & 

Blankespoor, 1979). Também foi observado, durante a padronização do método 

Helmintex®, que esferas paramagnéticas cobertas por estreptavidina possuíam um 

melhor desempenho de interação com os ovos do parasito (Teixeira et al., 2007). A 

estreptavidina é uma proteína tetramérica produzida pela actinobactéria Streptomyces 

avidinii (Chalet & Wolf, 1964), que possui alta afinidade à biotina (Weber et al., 1989). 

A biotina é um co-fator essencial presente em enzimas carboxilases que catalisam a 

transferência de CO2 para os seus substratos nas células (Wood, 1977). A presença de 

biotina já foi descrita em S. mansoni em um estudo conduzido por Santos & Chaves 

(1997), que detectou biotina endógena em fibras musculares, mitocôndria e espinho de 

cercarias, e também nos tecidos de macho adulto. No entanto, não há relatos na 

literatura da presença de biotina na superfície dos ovos deste parasito.  
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Tendo em vista a necessidade de ferramentas diagnósticas sensíveis e de fácil 

aplicabilidade em estudos epidemiológicos em áreas de baixa transmissão, este trabalho 

tem por objetivo estudar a superfície do ovo de Schistosoma mansoni e S. japonicum, 

bem como suas propriedades magnéticas, características físico-químicas e possíveis 

alvos, a fim de desenvolver aplicações úteis e aprimorar a eficiência do método 

Helmintex® de forma que este se torne um método padrão diagnóstico em locais de 

baixa endemicidade para o controle da esquistossomose. 
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3. Resultados 

 

3.1.Artigo científico publicado na revista Plos Neglected Tropical Diseases 

 

The Iron distribution and magnetic properties of schistosome eggshells: 

Implications for improved diagnostics. 
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3.2. Artigo científico aceito pela revista International Journal for Parasitology 

em 9 de agosto de 2014. 

 

The Affinity of Magnetic Microspheres for Schistosoma Eggs. 
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4. Discussão 

 

Pouco se sabe sobre estruturas, moléculas e propriedades físicas presentes na 

casca do ovo de Schistosoma sp. que possam mediar sua interação com diferentes 

superfícies. Análises proteômicas identificaram proteínas na casca do ovo que auxiliam 

em sua aderência ao endotélio, com conseqüente extravasamento para a corrente 

sanguínea (Mathieson & Wilson, 2010). Um estudo recente mostrou que o ovo de 

Schistosoma adere-se ao fator de Von Willebrand, ao fibrinogênio e à fibronectina, 

proteínas do plasma essenciais na formação do coágulo (deWallick et al., 2014). Porém 

os mecanismos que contribuem para estas e outras interações ainda não foram 

totalmente explorados. 

Os resultados dos trabalhos aqui apresentados mostram estruturas típicas já 

observadas na superfície dos ovos de S. mansoni e S. japonicum, porém com alta 

resolução, evidenciando diferentes características para cada espécie. Na superfície do 

ovo de S. mansoni, estes microespinhos são mais curtos e menos espaçados, 

apresentando morfologia semelhante entre eles. Já na superfície de S. japonicum, estes 

microfilamentos apresentam-se mais finos e longos, envolvendo todo o ovo. Nos 

experimentos de incubação dos ovos com as microesferas, foi observado que os ovos de 

S. japonicum possuem uma maior afinidade pelas microesferas do que os ovos de S. 

mansoni, especialmente quando as microesferas são cobertas por material magnético. 

Esta diferença estrutural e morfológica poderia explicar o porquê dos ovos de S. 

japonicum aderirem mais microesferas do que os ovos de S. mansoni, porém não 

explica o porquê da afinidade pelas microesferas aumentar quando estas são envoltas 

por material magnético.  

Outra questão que permanece não compreendida é o fato de, após cada 

experimento de incubação, haver microesferas livres no sedimento e ovos sem 

partículas aderidas, principalmente nos experimentos envolvendo microesferas 

magnéticas. Estas observações sugerem que há dois grupos distintos dentro de uma 

mesma espécie de Schistosoma, um grupo possuindo grande afinidade por material 

magnético, e outro grupo sem esta mesma capacidade de interação. 

Uma das questões que poderia ajudar na compreensão desta diferença de 

comportamento seria a presença de estreptavidina na superfície das microesferas. A 
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estreptavidina é uma proteína que se liga à biotina através de pontes de hidrogênio 

(Grubmuller et al., 1996). No grupo de ovos que aparentemente não possui afinidade 

por material magnético, a adição de estreptavidina na superfície das microesferas 

evidenciou um aumento na afinidade destas pelos ovos. Porém, no grupo de ovos com 

capacidade de interação com as microesferas paramagnéticas, a adição de estreptavidina 

ocasionou uma diminuição nesta interação, sugerindo que, se a interação dos ovos pelas 

microesferas paramagnéticas fosse de origem magnética, a adição de moléculas de 

estreptavidina aumentaria a distância do material magnético pelo ferro presente na casca 

do ovo, deixando menos sítios disponíveis para a interação magnética acontecer. 

A presença do ferro na casca do ovo de S. japonicum já havia sido demonstrada 

por Jones e colaboradores (2007), porém esta é a primeira caracterização magnética do 

ovo de S. mansoni. As análises por microscopia eletrônica de transmissão revelaram 

partículas de ferro em poros presentes nas cascas dos ovos. Análises por espectroscopia 

de emissão atômica revelaram que os ovos de S. mansoni e S. japonicum contêm, 

respectivamente, 0.74 mg/g e 1.26 mg/g de ferro. Estes resultados poderiam explicar a 

afinidade dos ovos pelas esferas paramagnéticas, hipótese que deu origem à este 

trabalho. Porém, a análise elementar deste material através de espectroscopia por 

dispersão de energia revelou se tratar de fosfato de ferro, uma forma pobre de ferro 

(Thomas & George, 2010), sugerindo que o ferro presente não poderia ser o fator 

determinante da interação.  

Uma hipótese levantada ao longo deste estudo foi de que as interações aqui 

evidenciadas poderiam ser explicadas com base na diferença de forças eletrostáticas na 

superfície dos ovos e das esferas. Uma ferramenta atualmente muito utilizada para 

determinar forças de interação entre superfícies é a microscopia de força atômica. Esta 

técnica consiste na varredura da superfície de uma amostra com a ajuda de uma sonda, 

para obtenção de informações da topografia estrutural, distribuição de cargas, e forças 

de van der Waals, eletrostáticas e magnéticas (Meyer, 1992). 

Aikawa e colegas (1996), em um estudo sobre malária cerebral utilizando 

microscopia de força atômica, investigaram o processo de aderência de eritrócitos 

infectados com o protozoário Plasmodium falciparum a células endoteliais, o que 

ocasiona a obstrução de microvasos cerebrais. Os resultados revelaram que a estrutura 

responsável pela adesão é positivamente carregada, enquanto que a membrana 
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plasmática do eritrócito é negativamente carregada, resultando em diferenças de cargas 

que podem desempenhar um papel importante na citoaderência destes dois tipos de 

células. Em outro estudo, a microscopia de força atômica foi utilizada para examinar e 

compreender a ultraestrutura do flagelo do parasito Tripanossoma cruzi (Rocha et al., 

2010), órgão envolvido na aderência do parasito à células epiteliais do sistema 

gastrointestinal no inseto vetor (Schmidt et al, 1998). 

O estudo de parasitos através de microscopia eletrônica é um campo em 

crescimento e deve ser incentivado para a investigação de alvos físicos e moleculares 

que possam contribuir para a otimização de ferramentas diagnósticas utilizadas na saúde 

humana. Análises por Microscopia de Força Atômica da superfície dos ovos de 

Schistosoma mansoni e S. japonicum para verificação da presença de biotina e 

investigação das forças de interação, adesão e retração por microesferas com diferentes 

coberturas e funcionalizações encontram-se em andamento. Resultados preliminares 

mostram que a amplitude da força de repulsão depende diretamente do comprimento e 

da largura dos microfilamentos presentes na superfície externa dos ovos de Schistosoma 

mansoni e S. japonicum, sendo menos intensa em ovos de S. mansoni.  
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5. Considerações Finais e Perspectivas 

 

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de investigar a superfície dos 

ovos de Schistosoma mansoni e S. japonicum, e suas propriedades físicas, químicas e 

magnéticas, e otimizar o método Helmintex®. Após realização de inúmeros 

experimentos, algumas conclusões relevantes devem ser destacadas: 

 As superfícies dos ovos de ambas as espécies de Schistosoma são cobertas por 

uma matriz fibrosa, sendo a de S. mansoni coberta por microespinhos mais 

curtos e menos espaçados que a superfície do ovo de S. japonicum; 

 

 As cascas dos ovos de ambas as espécies de Schistosoma possuem cerca de 700 

nm de espessura com pequenos poros de 50-200 nm de largura, e são 

parcialmente preenchidas por um material contendo ferro, fósforo e oxigênio; 

 

 Ovos de S. mansoni e S. japonicum interagem e ligam-se espontaneamente sem 

a aplicação de um campo magnético; 

 

 A interação entre os ovos e as microesferas paramagnéticas não é específica, 

ocorrendo com diferentes tipos de microesferas. Além disso, ovos de S. 

japonicum aderem mais microesferas do que os ovos de S. mansoni, com ambas 

as espécies possuindo preferência por material magnético; 

 

 Ovos de ambas as espécies de Schistosoma dividem-se em dois grupos distintos, 

um grupo possuindo alta capacidade de interação com as microesferas, e o outro, 

baixa força de interação, evidenciando que nem todos os ovos de uma mesma 

espécie possui capacidade de ligação às microesferas; 

 

 Microesferas não-magnéticas cobertas por estreptavidina aumentam a 

capacidade de interação pelos ovos tanto de S. japonicum quanto de S. mansoni. 

Já a presença da proteína na superfície de microesferas magnéticas diminui essa 

afinidade aos ovos de ambas as espécies; 
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 A interação entre os ovos de S. mansoni e S. japonicum não parece ser de origem 

magnética, sugerindo ser de origem eletrostática, baseada nas diferenças de 

cargas existentes nas superfícies dos ovos e das microesferas. 
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Abstract 

 

Background: Schistosomiasis is a public health problem affecting more than 200 million 

people in Asia, Africa and America, with two main species causing the intestinal 

infection in humans: Schistosoma mansoni and S. japonicum. The Helmintex™ 

diagnostic technique is a very sensitive method for detecting Schistosoma eggs based on 

the interaction of eggs and magnetic particles in a magnetic field. The mechanisms 

underlying this interaction are unknown. Previous studies show the interaction is 

unlikely to be purely magnetic. The goal of this work is to investigate the strength of the 

interaction between schistosomes egg surface and different particles to assess whether 

the interactions between magnetic beads and eggs are made trough electrostatic forces.   

 

Methods / Principal Findings: Eggs from both species were washed with pure water and 

dried onto a positively charged slide, followed by a period of rehydration for 3 h.  Four 

different particles (non-magnetic, magnetic, non-magnetic streptavidin-coated and 

magnetic streptavidin-coated) of around 4 µm diameter were attached at the end of a 

tipless cantilever using epoxy resin. Cantilevers had a nominal spring constant of 0.32 

N/m. The interactions between particles and eggs were investigated using an Asylum 

Research MFP-3D AFM in force spectroscopy mode. For all experiments, the loading 

force was constant at 10 nN and the velocity was 500nm/s. Eggs of both schistosomes 

presented long range repulsive interactions with all four different particles, without 

adhesion upon retraction for uncoated particles. For magnetic microspheres, the 

repulsion is less intense, which indicates stronger interaction between the microspheres 

and the eggs. Once the streptavidin is added to the surface of a microsphere, the 

interaction greatly increases.  

 

Conclusion / Significance: The result of our work implies that the amplitude of 

repulsion strongly depends on the length/thickness of the microfilaments present at the 

external surface of the eggshells, which in. S. mansoni eggs is thinner. Our observations 

also indicate that, the presence of streptavidin increases the interaction between the 

microspheres and the eggs of both species, especially for non-magnetic particles. The 

differences of charges present in the surface of the microspheres and the eggs may act 

as a determinant factor in the binding. Further studies are required in order to 

understand the properties behind this phenomenon. 
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Introduction 

 

 Schistososmiasis remains endemic in 74 countries and territories, and it is 

considered the second most spread parasitic disease in the world, affecting more than 

200 million, of whom 120 million are symptomatic and 20 million have severe disease 

(Chitsulo, 2000). While the distribution of schistosomiasis has changed over the last 50 

years, and there have been successful control projects, the number of people infected or 

at risk of infection has not been reduced (Engels et al., 2002). 

 While the blood feeding activity of schistosome worms and translocation of the 

eggs through the intestines may be associated with anemia (Friedman et al., 2005; 

Koukounari et al., 2006), the main cause of morbidity in chronic schistosomiasis is 

caused by parasite eggs and the immune responses they evoke. While many eggs 

successful migrate to the gut lumen and are evacuated with the feces, a small proportion 

becomes trapped in host tissues especially in the liver. In some cases eggs may also 

migrate to the lungs or the brain (Wynn et al., 2004). Liver-entrapped eggs will mature 

and die, inducing a potent granulomatous immune response after embolism, causing 

intestinal obstruction, liver fibrosis and portal hypertension, which are the primary 

causes of morbidity, and in some cases, mortality, in infected individuals (Wilson et al., 

2007). 

 Diagnosing schistosomiasis is difficult, especially in areas of low transmission. 

The gold standard diagnostic method is trough direct visualization of eggs in the faecal 

sample or in biopsies. The Helmintex™ method, a sensitive technique based on the 

interaction of Schistosoma eggs and magnetic microspheres when applied in a magnetic 

field has the limit of detection of 1.3 eggs per gram of feces, making this method the 

most sensitive until today. Preview works have shown that, despite Schistosoma eggs 

contain iron in the eggshells, this iron, a phosphate type of iron, is not strong enough to 

bind the magnetic microspheres, making this interaction of another nature (Karl et al., 

2013). 

The Atomic Force Microscopy (AFM) or scanning force microscopy (SFM) is 

included in a wider group of techniques named scanning probe microscopies (SPM). In 

all these techniques, the surface of the sample is scanned by a probe, following parallel 

lines, measuring a local interaction in the near-field region, and registering its value for 

each position. Thus, the probe is always the basic component of SPM, conditioning the 

resolution of each microscope (Santos e Castanho, 2004). It has become a powerful tool 
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in biology that can provide three-dimensional images of surface topography of 

biological specimens in ambient liquid or gas environments. Unlike other techniques, 

atomic force microscopy can use samples with just minor preparation, e.g. staining, 

coating etc., over a large range of temperatures and in repetitive studies (Alonso & 

Goldmann, 2003). It has been demonstrated its use in several works in the biological 

field, including the visualization of the flagellar surface of protists (Rocha et al., 2010). 

 In this work we present evidences of electrostatic interactions between 

Schistosoma eggs and four groups of 4 micron microspheres (magnetite-coated; 

magnetite- and streptavidin-coated; uncoated and streptavidin-coated), which could 

explain the nature of the interaction of the Helmintex™ method.  
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Materials and Methods 

 

Maintenance of the parasites life cycles 

Schistosoma mansoni and S. japonicum were maintained at the QIMR Berghofer 

Medical Research Institute, trough passages in Swiss mice and Biomphalaria glabrata 

snails for S. mansoni, and Oncomelania hupensis hupensis snails collected in Anhui 

Province (China) for S. japonicum. The use of animals was approved by the Animal 

Ethics Committee of the Queensland Institute of Medical Research (Project P1289). The 

experiments were conducted in the Australian National Fabrication Facility (ANFF) of 

the Australian Institute for Bioengineering and Nanotechnology, Brisbane, Australia. 

 

Acquisition of S. mansoni and S. japonicum eggs 

Mice infected with either S. mansoni and S. japonicum were euthanased at 

approximately 42 days post-infection and the livers were removed for digestion with 

Collagenase B in phosphate buffered saline (PBS) overnight at 37 °C. On the following 

day, samples were sieved for isolation of the eggs and purified using Percoll density 

gradient centrifugation as described by Dalton et al., in 1997. The eggs were stored in 

PBS at -80 °C until use. 

 

Preparation of the eggs 

Eggs from S. mansoni and S. japonicum were washed with distilled water and 

left to dry onto a positively charged slide for 24 hours, followed by a period of 

rehydration for 3 h.  Four different 4 µm size microspheres (magnetite-coated; 

magnetite- and streptavidin-coated; uncoated and streptavidin-coated) were attached, 

separately, at the end of a tipless cantilever using epoxy resin. The atomic force 

microscope was conducted in the tapping mode, and a graphic was created for each 

approach/retraction measurement. 
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Investigation of biotin molecules on the surface of Schistosoma eggs 

A partir das hipóteses levantadas nos artigos anteriores, de que a superfície do 

ovo de Schistosoma possui biotina ou molécula similar, e pela tecnologia hoje 

disponível no laboratório de Microscopia Eletrônica da PUCRS, iremos realizar o 

mesmo ensaio de atração e retração, porém utilizando moléculas de estreptavidina 

acopladas à sonda, conforme Lee e colaboradores (1994). 

 

 Results  

 

(Texto em preparação. Algumas figuras já estão sendo apresentadas logo após a 

bibliografia.) 

  

 Discussion 
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Figures: 

Figure 1. Schistosoma japonicum egg. Force versus piezo movement in approach. Red 

line. Non-magnetic microspheres. Blue line. Magnetic microspheres. Green line. Non-

magnetic streptavidin-coated microspheres. Black line. Magnetic streptavidin-coated 

microspheres. Applied force of 10nN and velocity of 500 nm/s. 
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Figure 2. Schistosoma japonicum egg. Force versus piezo movement in retraction. Red 

line. Non-magnetic microspheres. Blue line. Magnetic microspheres. Green line. Non-

magnetic streptavidin-coated microspheres. Black line. Magnetic streptavidin-coated 

microspheres. Applied force of 10nN and velocity of 500 nm/s. 
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Figure 3. Schistosoma mansoni egg. Force versus piezo movement in approach. Red 

line. Non-magnetic microspheres. Blue line. Magnetic microspheres. Green line. Non-

magnetic streptavidin-coated microspheres. Black line. Magnetic streptavidin-coated 

microspheres. Applied force of 10nN and velocity of 500 nm/s. 
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Figure 4. Schistosoma mansoni egg. Force versus piezo movement in retraction. Red 

line. Non-magnetic microspheres. Blue line. Magnetic microspheres. Green line. Non-

magnetic streptavidin-coated microspheres. Black line. Magnetic streptavidin-coated 

microspheres. Applied force of 10nN and velocity of 500 nm/s. 
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Figure 5. Example of a microsphere added to the cantilever. 

 

 

 

 

 

 


