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RESUMO 

 Diversos autores já relataram a existência de cepas de Schistosoma mansoni resistentes 

ao praziquantel (PZQ). No entanto, um dos grandes problemas envolvidos no estudo destas 

cepas está relacionado com as dificuldades operacionais do método clássico utilizado para 

seleção em condições laboratoriais. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar se sucessivos 

tratamentos com PZQ em Biomphalaria glabrata infectadas com o parasito poderiam 

selecionar um isolado resistente de maneira rápida, simples e econômica. Para avaliar o grau 

desta resistência, comparou-se a cepa padrão (LE) e o isolado selecionado após sucessivos 

tratamentos na fase intramolusco (LE-PZQ) utilizando camundongos infectados. Para 

avaliação da suscetibilidade do S. mansoni ao PZQ após tratamentos na fase intramolusco, 

caramujos da espécie B. glabrata foram infectados com S. mansoni (cepa LE) e tratados com 

PZQ. No período em que os caramujos voltaram a eliminar cercárias, camundongos foram 

infectados e tratados com diferentes dosagens de PZQ. Os cálculos da ED50 da cepa LE e do 

isolado LE-PZQ foram realizados. Para o cultivo de vermes adultos, camundongos infectados 

com cercárias LE ou LE-PZQ, após 45 dias de infecção, foram tratados com PZQ e após 2 

horas, perfundidos. Os vermes recuperados foram cultivados por 7 dias. Para comparar a 

atividade excretora, vermes LE ou LE-PZQ foram colocados em contato com a sonda 

resorufim e, posteriormente, exposto ao PZQ. Para avaliação do dano causado ao tegumento, 

os vermes LE e LE-PZQ foram expostos diretamente ao fármaco ou recuperados após duas 

horas do tratamento de animais infectados com LE ou LE-PZQ e, posteriormente, incubados 

com a sonda Hoechst 33258. Os valores das ED50 obtidos foram de 68mg/Kg e 362mg/kg 

para a cepa LE e isolado LE-PZQ (p<0,05), respectivamente. Quanto ao cultivo dos vermes 

adultos após tratamento com dos camundongos com PZQ, verificou-se que os parasitos do 

isolado LE-PZQ apresentaram-se menos contraídos do que a cepa LE. Em relação aos ovos, 

observou-se ovos de todos os estádios e mortos no isolado LE-PZQ (>300) enquanto na cepa 

LE, os ovos estavam em quantidade bem inferiores e, praticamente todos, mortos (±30 ovos). 

Nos experimentos com a resorufim, os vermes adultos da cepa LE não apresentaram 

marcação pela sonda após a exposição ao PZQ in vitro, enquanto os do isolado LE-PZQ 

permaneceram com o sistema excretor ativo e, portanto marcado. Nos experimentos com a 

Hoechst 33258, parasitos do isolado LE-PZQ apresentaram lesões menos intensas em seus 

tegumentos do que os da cepa LE tanto após exposição ao PZQ in vivo quanto in vitro.  Desta 

forma, foi demonstrado que a pressão quimioterápica com PZQ utilizando B. glabrata 

infectadas com S. mansoni é um método eficiente para seleção de isolados resistentes a este 

fármaco. 
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ABSTRACT 

Various authors have already reported about Schistosoma mansoni isolates resistant to 

praziquantel (PZQ).  Nevertheless, one of the major problems involved in the study of those 

isolates is related with operational drawbacks of the classical method  used for selection under 

laboratory conditions.  Thus, the purpose of this study was to evaluate  successive treatments 

with PZQ administered in infected Biomphalaria glabrata, aiming at selecting a resistant 

isolate in a rapid, simple and unexpensive manner.  In order to evaluate the level of resistance, 

the standard isolate (LE) was compared to that one obtained after successive treatments at the 

intramolluscan phase (LE-PZQ), using infected mice.   The susceptibility of S. mansoni to 

PZQ, after treatments at the intramolluscan phase, was evaluated using B. glabrata snails 

infected with S. mansoni (LE strain) and treated with PZQ.  When the snails were again 

shedding cercariae, mice were infected and treated with different doses of PZQ.  ED50  for the 

LE and LE-PZQ isolates were calculated. In order to obtain cultured adult worms, mice 

infected with LE or LE-PZQ cercariae, after 45 days post-infection were treated with PZQ 

and perfused after two hours.  The recovered worms were cultured for 7 days.  With the aim 

to compare the excretory activity, LE or LE-PZQ worms were put in contact with the probe 

resorufin, and afterwards exposed to PZQ.  To evaluate the tegumental damages, the LE and 

LE-PZQ worms were directly exposed to the drug or recovered after two hours post-treatment 

of the animals infected with LE or LE-PZQ, and after that incubated with the probe Hoechst 

33258. The ED50 values obtained were 68mg/Kg and 362mg/Kg for the LE and LE-PZQ 

isolates, respectively (p<0,05). In relation to the culture of adult worms after treatment of 

mice with PZQ, it was verified that the parasites of the LE-PZQ isolate were found to be less 

contracted than those of the LE isolate.  All stages of eggs, including the dead ones, could be 

seen in the LE-PZQ (>300) isolate, whereas in the LE isolate the eggs were in lower numbers 

and practically all dead (± 30 eggs).  In the experiments with the probe resorufin, the adult 

worms of the LE isolate did not present labeling by the probe after exposure to PZQ in vitro, 

whereas those ones of the LE-PZQ isolate remained with the excretory system active and 

therefore labeled.  In the experiments with the probe Hoechst 33258, the parasites of the LE-

PZQ isolate showed less intense tegumental damages than the ones of the LE isolate, after 

exposure to PZQ in vivo and in vitro.  In this way, it was demonstrated that the chemotherapic 

pressure with PZQ using B. glabrata infected with S. mansoni is an efficient method for 

selection of isolates resistant to the drug. 
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1 INTRODUÇÃO 

As doenças parasitárias representam um grave problema de saúde pública em muitas 

partes do mundo, particularmente em muitos países em desenvolvimento, refletindo a situação 

econômica e social desses países.  

1.1 Esquistossomose  

A esquistossomose continua sendo uma das infecções parasitárias mais prevalentes no 

mundo (Engels et al., 2002). É uma doença parasitária que infecta mais de 207 milhões de 

pessoas em 76 países, com mais de 779 milhões de pessoas sob o risco de infecção ao redor 

do mundo (Steinman et al., 2006). Além disso, aproximadamente 280 mil mortes por ano são 

atribuídas às esquistossomoses (Van der Wer et al., 2003). A doença é crônica e insidiosa, 

sendo pouco comum seu diagnóstico em estágios iniciais; sua evolução pode levar ao 

desenvolvimento de formas clínicas incapacitantes para homens e mulheres em suas idades 

mais produtivas (Engels et al., 2002).  

As esquistossomoses são causadas por trematódeos digenéicos, pertencentes ao gênero 

Schistosoma. Das cinco espécies de Schistosoma que parasitam o homem, as de maior 

relevância são: Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), S. haematobium (Bilharz, 1852) e S. 

japonicum (Katsurada, 1904) (Paraense, 1975), causadores, respectivamente, da 

esquistossomose mansoni, esquistossomose hematóbica e esquistossomose japônica. 

No Brasil, a esquistossomose é causada pelo S. mansoni e consiste em um grave 

problema de saúde pública, abrangendo 19 estados. Nas regiões sudeste e nordeste, existem 

áreas de intensa transmissão, desde o Maranhão até o Espírito Santo e Minas Gerais, enquanto 

nas regiões norte e sul, existem apenas áreas de média extensão e focos isolados (Coura & 

Amaral, 2004; Teles, 2005). Segundo Katz & Peixoto (2000), mais de 8 milhões de pessoas 

estão infectadas, enquanto outras 30 milhões estão expostas ao risco de infecção. Essa 

endemia está associada à pobreza e ao baixo desenvolvimento econômico, o que gera a 

necessidade de utilização de águas naturais contaminadas para o exercício da agricultura, 

trabalho doméstico e/ou lazer.  

Schistosoma mansoni possui um ciclo evolutivo complexo que envolve uma 

reprodução assexuada ocorrida no molusco (hospedeiro intermediário) e uma reprodução 

sexuada ocorrida no hospedeiro vertebrado.  

O ciclo de vida do S. mansoni (Figura 1) tem início quando os ovos são eliminados nas 

fezes do hospedeiro vertebrado (geralmente o homem) no meio aquático. Os ovos eliminados 

eclodem liberando os miracídios, que penetram no hospedeiro intermediário específico, os 
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caramujos, por movimentos rotatórios e ação lítica. Após a penetração, ocorre a perda do 

epitélio ciliar e a degeneração do terebratorium (extremidade anterior do parasito, onde se 

encontram as terminações das glândulas adesivas e de penetração). Após uma série de 

transformações morfológicas, a larva passa a ser chamada esporocisto primário e, na 2ª 

semana após a penetração, esporocisto secundário. Ocorre, então, uma migração entre os 

tecidos dos esporocistos, até alcançarem a glândula digestiva ou hepatopâncreas. Esses 

esporocistos secundários sofrem modificações anatômicas, dando inicio a proliferação das 

células germinativas e origem às cercárias de cauda bifurcada, após 25 a 30 dias. Milhares de 

cercárias são produzidas por cada esporocisto que as liberam de forma intermitente nas horas 

mais claras do dia, já que a liberação das cercarias pelos caramujos é induzida pela luz e 

temperaturas mais altas. As cercárias eliminadas pelo molusco nadam ativamente e, ao 

encontrar o hospedeiro definitivo, penetram na pele ou mucosas e perdem a cauda, 

transformando-se em esquistossômulos. Estes migram para os vasos sanguíneos, dirigindo-se 

aos pulmões e destes, para o fígado (onde ocorre a maturação dos vermes). Após o 

acasalamento, os vermes adultos alcançam as veias mesentéricas inferiores e realizam a 

postura dos ovos. Parte desses ovos ganha a circulação e depositam-se no fígado, gerando os 

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

alcançar a luz intestinal, sendo eliminados pelas fezes, reiniciando o ciclo. 

 

Figura 1 – Ciclo evolutivo do S. mansoni 
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Os hospedeiros invertebrados do S. mansoni são moluscos do gênero Biomphalaria, 

pertencentes à subclasse Pulmonata, ordem Basommatophora, família Planorbidae. No Brasil, 

existem dez espécies e uma sub-espécie pertencentes a esse gênero, mas somente três já foram 

encontradas eliminando cercárias em condições naturais. São elas: Biomphalaria glabrata 

(Say, 1818), B. tenagophila (Orbigny, 1835), B. straminea (Dunker, 1848) (Paraense, 1975). 

Caramujos da espécie B. glabrata possuem uma ampla distribuição geográfica e quase sempre 

associada à transmissão da esquistossomose. De fato, B. glabrata já foi notificada em 16 

estados brasileiros, além de no Distrito Federal. Caramujos da espécie B. straminea 

apresentam maior importância epidemiológica na Região Nordeste. A espécie B. tenagophila 

é encontrada numa faixa litorânea, de forma quase contínua, a partir do sul do Estado da 

Bahia até o Estado do Rio Grande do Sul (Brasil, 2008).  

Até a década de 70, o combate à esquistossomose tinha como objetivo principal o 

controle da transmissão, tendo como principal medida a redução das populações dos 

moluscos, hospedeiros intermediários. De acordo com o Ministério da Saúde (Brasil, 2008), a 

partir dos anos 80, depois do advento de fármacos mais eficazes, seguros e baratos, o 

principal objetivo passou a ser o controle da morbidade, com ênfase no tratamento 

quimioterápico. Segundo a WHO (1993), a quimioterapia é a principal alternativa para reduzir 

a morbidade da doença em áreas endêmicas, bem como tratar casos isolados da doença. 

Contudo, a estratégia atual é conjugar o controle quimioterápico com medidas preventivas, 

como a educação em saúde e o saneamento, além do controle dos hospedeiros intermediários, 

por meio do uso de moluscicidas, controle biológico e alterações no ambiente aquático 

(Brasil, 2008). Conforme Coura & Amaral (2004), o controle da doença no Brasil é 

dificultado por algumas razões, a saber: disseminação dos hospedeiros intermediários; altos 

custos para a implementação de condições sanitárias ideais e de suprimento de água tratada; 

dificuldades para proteção individual. Assim, verifica-se a continuidade de um intenso contato 

com águas naturais, propiciando reinfecção. O longo tempo necessário para a educação 

sanitária funcionar adequadamente e para atingir a adesão das comunidades de maneira 

efetiva aos programas de controle é outro problema complexo. 

A maioria das pessoas infectadas com esquistossomose permanece assintomática. A 

sintomatologia clínica corresponde ao estágio de desenvolvimento do parasito no hospedeiro e 

varia dependendo da localização e intensidade do parasitismo, da capacidade de resposta do 

indivíduo e do tratamento instituído. Desse modo, a esquistossomose pode se apresentar sob 

duas formas: aguda ou crônica.  

Na fase aguda, com início no momento da infecção (dermatite) e considerada como tal 

até os 120 dias após a infecção, o paciente pode apresentar febre, dor de cabeça, calafrios, 
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suores, fraqueza, falta de apetite, dor muscular, tosse, diarreia e uma imunopatologia mais 

exacerbada (granulomas maiores do tipo necrótico exudativo). A fase crônica, com início a 

partir de 120 dias após a infecção, com a reação imunoinflamatória imunomoduladora, pode 

se apresentar de três formas: a digestiva intestinal, a hepatointestinal, ambas mais brandas, e a 

hepatoesplênica, mais grave, podendo ser compensada ou descompensada. De acordo com 

Warren et al. (1972), o evento patogênico mais importante na esquistossomose é a formação 

do granuloma, provocado pelo ovo do parasito. Desse modo, algumas manifestações ectópicas 

da doença, como, por exemplo, a neurológica e a vasculopulmonar, são causadas pela 

presença de granulomas, devido às alterações hemodinâmicas, principalmente, na medula e 

nos vasos pulmonares, respectivamente. 

Os dois principais medicamentos utilizados no tratamento da esquistossomose são a 

oxamniquina (OXA) (Mansil – Pfizer S.A) e o praziquantel (PZQ) (Farmanguinhos - 

Fundação Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ).   

A OXA é uma tetrahidroquinolina semi-sintética e tornou-se disponível para o 

tratamento da esquistossomose nos anos 70, sendo, em passado recente, muito utilizada no 

tratamento em massa, com aproximadamente 13 milhões de pessoas tratadas na América do 

Sul e África (Fenwick et al., 2003). Atualmente, a produção da OXA está sendo reduzida no 

Brasil e esse fármaco vem sendo substituído pelo PZQ para o tratamento da esquistossomose, 

tanto em campanhas de saúde pública como na clínica, tendo em vista sua boa eficiência e 

baixo custo na produção do medicamento pela FIOCRUZ.  

1.2 Praziquantel (PZQ) 

O PZQ (Figura 2) é um derivado sintético da pirazina isoquinolina e é, atualmente, o 

medicamento de escolha, segundo a OMS, para o tratamento em larga escala da 

esquistossomose, sendo efetivo contra as cinco espécies de Schistosoma (Doenhoff et al., 

2002). Sua preparação comercial é uma mistura racêmica composta de partes iguais de levo R 

(-) e dextro S (+) isômeros. Porém, apenas o enantiomero (-) possui atividade 

esquistossomicida (Xiao & Catto, 1989; Wu et al., 1991). 

 



Flávia Fernanda Búbula Couto    Dissertação de Mestrado 

  20

 

Figura 2 – Estrutura química do PZQ 

A dose recomendada para o tratamento da esquistossomose mansoni e hematobica é de 

40-60mg/Kg, sendo utilizadas doses mais elevadas nos casos de esquistossomose japônica e 

em alguns países africanos (WHO, 2002). Em geral, o PZQ apresenta baixa toxicidade e sua 

eliminação ocorre através da urina e fezes após 24 horas (Cioli & Pica-Mattoccia, 2003). É 

efetivo em pacientes de todas as idades e em diferentes formas clínicas da doença, inclusive 

na forma hepatoesplênica descompensada (Bassily et al., 1985) e atua mais eficientemente 

contra os vermes fêmeas.  

Apesar dos inúmeros trabalhos realizados na tentativa de esclarecer o modo de ação do 

PZQ, existem muitas perguntas a elucidar (Day et al., 1992; Redman et al., 1996; Cioli & 

Pica-Mattoccia, 2003). No entanto, alguns efeitos desse fármaco sobre o parasito já estão bem 

esclarecidos, como contração muscular, dano tegumentar e alterações metabólicas (Pax et al., 

1978; Becker et al., 1980; Fetterer et al.,1980;  Mehlhorn et al., 1981; Lima et al., 1994; 

Ribeiro et al., 1998; Oliveira et al., 2006). 

A contração muscular é um dos primeiros efeitos observados no verme exposto ao 

fármaco in vivo ou in vitro (Cioli & Pica-Mattoccia, 2003). Em decorrência da contração, os 

vermes perdem a capacidade de fixação, devido ao relaxamento da ventosa ventral 

(acetábulo), e são arrastados para o fígado, onde ocorrem reações inflamatórias, e, em 

conjunto com outras lesões, culminará com a eliminação dos parasitos.  

As alterações causadas no tegumento também são observadas logo após o contato com 

o fármaco e são devidas à vacuolização na base do tegumento, seguidas de bolhas na 

superfície (Pax et al., 1978). Além disso, o PZQ gera alteração na fluidez da membrana do 

verme e desestabilização do tegumento (Lima et al., 1994). Estas alterações causam a morte 

direta do parasito ou ainda podem levar à exposição de antígenos, que seriam rapidamente 

reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro e este, em conjunto com o fármaco, 

eliminaria o parasito (Harnett & Kusel, 1986; Doenhoff et al., 1987; Modha et al., 1990).  
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Acredita-se que a maioria desses mecanismos de ação do PZQ sejam processos 

dependentes de Ca++ (Cioli et al., 1995), uma vez que foi demonstrado, em experimentos in 

vitro, realizados em meio de cultura livre de Ca++, o bloqueio dessas respostas (Pax et 

al.,1978; Wolde Mussie et al., 1982; Xiao et al., 1984). Sugere-se, ainda, que o PZQ atue 

inibindo canais de cálcio (Greenberg, 2005), uma vez que, com a interferência na função 

desses canais do parasita, foi possível obter um significante nível de inibição da atividade 

esquistossomicida do PZQ (Pica-Mattoccia et al., 2007). 

Em experimentos in vitro, após a exposição ao PZQ, foi possível observar uma 

depleção do conteúdo de glutationa dos parasitas (Ribeiro et al., 1998). A glutationa é um 

tripeptídeo fundamental para a sobrevivência das células, como a síntese do DNA e proteínas, 

atividade enzimática, transporte e proteção celular (Meister & Anderson, 1983). 

Oliveira et al. (2006) demonstraram que o PZQ é, também, capaz de inibir a atividade 

excretora de vermes adultos de S. mansoni e esta pode ser recuperada, dependendo da 

concentração do fármaco, após retirada do medicamento. 

1.2.1 Ação do PZQ na fase intramolusco  

Alguns estudos já demonstraram a ação de diferentes medicamentos que atuam em 

vermes adultos na fase intramolusco do parasito. O cloranfenicol (Warren & Weisberg, 1966), 

hycanthone (Warren, 1967) e a OXA (Coelho et al., 1988) também foram capazes de suprimir 

a eliminação de cercárias após exposição a esses fármacos.  

A ação do PZQ frente à miracídios e esporocistos também já foi descrita (Andrews, 

1978; Coles, 1979; Touassem & Combes, 1986; Yi & Combes, 1987; Coelho et al., 1988; 

Riley & Chappell, 1990; Liang et al., 2001; Liang et al., 2003; Mattos et al., 2006). Nestes 

estudos, foi possível verificar que tanto os miracídios quanto os esporocistos são afetados pelo 

PZQ. De acordo com Coles (1973), enzimas presentes em esporocistos migram de maneira 

semelhante às de vermes adultos em eletroforese. Esses dados apontam para uma similaridade 

entre as vias metabólicas destas duas diferentes fases do ciclo de vida do Schistosoma (Coelho 

et al., 1988).  

Já foi descrito que os miracídios perdem a motilidade e o poder infectante após o 

contato com o PZQ (Coles, 1979). Touassem & Combes (1986) demonstraram uma 

interrupção imediata e momentânea na eliminação de cercárias após submissão ao PZQ, em 

que foi possível verificar a eliminação total das cercárias e a não produção de cercárias pelos 

esporocistos secundários, durante o tratamento. Rilley & Chappell (1990) também 

demonstraram uma redução na eliminação de cercárias após tratamento de caramujos com 

PZQ, sugerindo uma rápida ação do fármaco. Yi & Combes (1987) submeteram moluscos 



Flávia Fernanda Búbula Couto    Dissertação de Mestrado 

  22

Oncomelania hupensis, infectados com 10 miracídios do parasito, ao tratamento com PZQ 

diluído em água, em diferentes concentrações, por 24 horas. Com os resultados obtidos, esses 

autores e, e em seguida, Coelho et al. (1988) sugeriram que o tratamento de caramujos 

infectados com fármacos esquistossomicidas possa ser um método alternativo e barato para 

triagem de fármacos, e ainda ser uma técnica útil na comparação da sensibilidade de cepas de 

diferentes áreas geográficas. Nos estudos de Liang et al. (2001; 2003), observou-se que os 

miracídios, expostos in vitro ao PZQ, apresentaram uma rápida e marcante alteração em sua 

morfologia. Mattos et al. (2007) também demonstraram que o PZQ age no estágio 

intramolusco do S. mansoni. Esse fármaco, incorporada à ração e fornecida a B. glabrata, leva 

à interrupção imediata da eliminação de cercárias, que permanece por aproximadamente 15 

dias. Após esse período, os caramujos voltam a eliminar cercárias em números bem menores 

do que os encontrados antes do tratamento. 

1.3 Marcadores fluorescentes  

Uma ferramenta que vem sendo utilizada para avaliar a ação do PZQ sobre as 

diferentes fases do ciclo de vida do S. mansoni são as sondas fluorescentes. O fenômeno da 

fluorescência pode ser descrito sucintamente como um tipo de emissão de luz (luminescência) 

em que um corpo (sonda fluorescente ou fluoróforo) absorve luz e logo depois a emite. Os 

fluoróforos são projetados para localizar uma área específica da amostra a ser observada ou 

para responder a um estímulo específico. Assim, esses fluoróforos permitem a visualização de 

estruturas, compostos ou processos em curso em um determinado material em estudo 

(Oliveira, 2005). Nos experimentos em que foi possível observar que o PZQ causa depleção 

no nível de glutationa, realizados por Ribeiro et al. (1998), também foram utilizadas técnicas 

de fluorescência. Al-Adhami et al. (2003; 2005) demonstraram a presença de compartimentos 

ácidos em miracídios, esquistossômulos e vermes adultos, utilizando um marcador 

fluorescente específico para corar lisossomos. Além disso, Carneiro-Santos et al. (2001) 

descreveram a ausência desses compartimentos em cercárias e, ainda, verificaram a ação do 

PZQ sobre essas vesículas ácidas em esquistossômulos transformados. Mattos et al. (2006) 

demonstraram, pela primeira vez, a presença de vesículas ácidas em esporocistos, utilizando 

marcadores fluorescentes. A presença de diversas lectinas em esporocistos transformados in 

vitro ou presentes em cortes histológicos de tecidos de caramujos também já foi descrita, 

utilizando-se marcadores fluorescentes específicos (Yoshino et al., 1977; Zelck & Becker, 

1990; Uchikawa & Locker, 1991; Johnston & Yoshino, 1996). 

Sato et al. (2002; 2004) utilizaram uma sonda fluorescente, a resorufim, para avaliar a 

atividade excretora do S. mansoni. A resorufim é um sal sódico (7-hidroxi 3-fenoxazina) de 
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natureza fluorescente e é um substrato para a P-glicoproteína (Pgp). Esta sonda difunde-se 

passivamente através do tegumento dos vermes adultos de S. mansoni e é excretada por meio 

de uma suposta Pgp expressa no epitélio excretor. A Pgp é uma proteína que possui um 

importante papel na absorção, eliminação e distribuição de muitos xenobióticos, incluindo 

uma variedade de fármacos (Schinkel & Jonker, 2003). Em trabalho realizado por Oliveira et 

al. (2006), utilizando a resorufim, demonstrou-se que o PZQ é capaz de inibir a atividade 

excretora de vermes adultos da cepa LE de S. mansoni e que esta atividade pode ser 

recuperada quando o verme é retirado do contato com o fármaco.  

Uma ferramenta sensível para identificação de lesões no tegumento do S. mansoni é a 

sonda fluorescente Hoechst 33258 (Oliveira et al., 2006). A Hoechst 33258 (bis benzamida) é 

uma sonda hidrofílica e que se torna fluorescente somente quando se liga ao DNA das células. 

Por ser hidrofílica, só consegue se difundir para o interior das células quando há presença de 

lesões, atuando como um indicador de integridade de membrana, e já foi utilizada em diversos 

estudos, não só em vermes adultos (Lima et al., 1994; Oliveira et al., 2006), mas em 

esquistossômulo (Kusel et al., 2007), esporocisto (Mattos et al., 2006) e cercárias (Thornhill 

et al., 2009). Outras sondas também já foram utilizadas para a visualização de danos na 

membrana de vermes adultos, contudo a sonda Hoechst 33258 foi a que se mostrou mais 

sensível na marcação de regiões onde há dano (Oliveira, 2005). 

1.4 Resistência ao PZQ 

Em muitas infecções por helmintos, o uso da quimioterapia é dificultado pela 

ocorrência de resistência ou tolerância a certos fármacos. Conforme Fallon et al. (1996), a 

tolerância é uma não suscetibilidade inata do parasita ao fármaco, antes mesmo de ter sido 

exposto a ela. A tolerância a esquistossomicidas pode se manifestar na diferença de 

suscetibilidade na idade e no sexo do parasita. Estudos em laboratório já demonstraram que a 

atividade do PZQ e outros fármacos esquistossomicidas são estágio-dependentes. Vermes 

imaturos (3 a 5 semanas) são menos suscetíveis ao PZQ do que vermes adultos (Gonnert & 

Andrews, 1977; Sabah et al., 1986; Xiao et al., 1986; Pica-Mattoccia & Cioli, 2004).  

Kinoti & Coles (1997) sugeriram que uma população de Schistosoma é resistente 

quando há uma redução significativa na sua resposta a agentes esquistossomicidas em relação 

a populações suscetíveis. Existem também longas discussões com relação à falha no 

tratamento com PZQ, principalmente em áreas endêmicas, se esta se deve a altas taxas de 

transmissão e re-infecção ou resistência/tolerância do parasita ao fármaco (Gryseels et al., 

2001; Doenhoff et al., 2002).    
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Em função da eficiência e segurança dos medicamentos existentes, foi possível o 

emprego destes em larga escala em áreas endêmicas, bem como em tratamentos repetidos. 

Porém, o uso da quimioterapia em massa e de tratamentos repetitivos, como principal método 

de controle da esquistossomose em áreas endêmicas, pode gerar o surgimento de cepas 

resistentes, através do mecanismo de pressão seletiva (Coelho et al., 1997). O PZQ é 

atualmente o medicamento utilizado para o tratamento da esquistossomose em populações, e a 

existência de cepas de Schistosoma resistentes ao PZQ pode ser considerada potencialmente 

um problema para o controle dessa doença, uma vez que, de acordo com El-Ansary et al. 

(2006), os métodos de controle da esquistossomose têm sido centralizados no uso da 

quimioterapia.  

Várias medidas têm sido sugeridas para se tentar reduzir o impacto da resistência a 

fármacos esquistossomicidas: educação sanitária para evitar a reinfecção após o tratamento; 

aumento da vigilância pelos órgãos oficiais de saúde pública, para monitorar o aparecimento 

de resistência; desenvolvimento de técnicas simples e factíveis para a detecção de cepas 

resistentes no campo; desenvolvimento de novos fármacos esquistossomicidas; associação de 

fármacos (Bennett et al., 1997). 

A resistência a esquistossomicidas foi relatada, primeiramente, com o hycanthone e a 

OXA no Brasil (Katz et al., 1973; Campos et al., 1976; Araújos et al., 1996). Estudos 

posteriores no Kenya e no Brasil, onde o tratamento em massa é realizado, demonstraram a 

resistência de vermes após sucessivos tratamentos quimioterápicos (Coles & Bruce, 1987). O 

primeiro relato de resistência ao PZQ foi registrado por Fallon & Doenhoff (1994), em 

laboratório. A partir deste trabalho, alguns estudos já demonstraram a existência de cepas de 

S. mansoni resistentes ou tolerantes ao PZQ, tanto no campo quanto em laboratório (Fallon et 

al., 1995; Stelma et al., 1995; Araújo et al., 1996, Ismail et al., 1996; Ismail et al., 1999; 

Bonesso-Sabadini & Dias, 2002).  

Sugere-se, também, que baixos índices de cura em algumas regiões possam manifestar 

uma falsa resistência/tolerância, sendo as altas taxas de infecção e reinfecção, além da 

presença de vermes imaturos, em grandes proporções, os principais responsáveis pela baixa 

eficácia do PZQ durante o tratamento (Doenhoff et al., 2002). 

Vários parâmetros têm sido utilizados para se tentar definir a existência de cepas 

resistentes. Fallon et al. (1996) propuseram considerar que isolados resistentes devem possuir 

ED50, pelo menos, cinco vezes maior do que as cepas sensíveis ao fármaco e são considerados 

com suscetibilidade reduzida quando a ED50 for três vezes maior. No entanto, conforme 

Bennet et al, (1997), a dose efetiva para matar 50% dos vermes adultos de isolados resistentes 

é de três a cinco vezes maior que para isolados sensíveis. Cioli et al. (2004) avaliaram os 
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valores de ED50 (dose efetiva para matar 50% dos vermes) considerados para isolados 

sensíveis e resistentes ao PZQ e observaram que vermes resistentes demonstraram apresentar 

ED50 três vezes maior que os isolados controle. Além disso, a taxa de eclosão de miracídios, o 

tempo necessário para que o PZQ altere a morfologia do miracídio, bem como a taxa de 

cercárias que perdem a cauda em contato com PZQ, durante um determinado tempo, já foram 

sugeridos como parâmetros para se definir a presença ou não de resistência (Liang et al., 

2000; 2001). Contudo, devido a diferenças na suscetibilidade ao PZQ entre as espécies e 

linhagens de Schistosoma, esses ensaios devem ser melhor avaliados, comparando-se as 

respostas das várias espécies e cepas (Liang et al., 2001). 
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2 JUSTIFICATIVA 

Diante da carência de encontrar um método rápido e confiável para selecionar 

linhagens de Schistosoma resistentes ao PZQ em laboratório, no presente trabalho, foi 

idealizada uma hipótese de selecionar S. mansoni resistentes a partir de sucessivos 

tratamentos, utilizando como modelo experimental B. glabrata infectada, considerando que a 

pressão quimioterápica seria exercida sobre milhares de formas evolutivas, as cercárias, 

(pressão sobre um número muitíssimo maior de organismos do que no modelo com 

camundongo, em vermes adultos), desta maneira, abreviando o processo seletivo.  

Um aspecto crítico na evolução de resistência a fármacos entre helmintos é que os 

métodos usados para detectar o desenvolvimento de resistência não existem ou não são 

sensíveis (Bennett et al., 1997). Além disso, estes isolados artificialmente selecionados são 

fundamentais para elaborar métodos de detecção precoce de resistência, bem como novas 

estratégias terapêuticas (Fallon & Doenhoff, 1994). Por outro lado, na ausência de 

conhecimento sobre os mecanismos de ação de PZQ, as hipóteses sobre os mecanismos de 

resistência permanecem especulativos (Doenhoff et al., 2008). Coles (1989) sugeriu que a 

existência de parasitos resistentes ao PZQ pode ajudar a elucidar os mecanismos moleculares 

de ação do fármaco. Desta forma, a possibilidade de seleção de isolados resistentes, em 

laboratório, utilizando S. mansoni na fase intramolusco, seria de grande valia, uma vez que 

seria um processo mais fácil, simples e econômico do que o método clássico que utiliza 

hospedeiros vertebrados em laboratório.  

O sistema excretor do Schistosoma tem recebido, nos últimos anos, atenção especial, 

devido ao seu importante papel na interação parasito-hospedeiro. Bosch et al. (1994) 

descreveram a presença da SMDR2, um homólogo para a Pgp, no S. mansoni. Estas Pgp, 

assim como as proteínas associadas à resistência multi drogas (MRP), são transportadoras 

ABC (ATP-binding cassete) e estão associadas a fenótipo de resistência a fármacos, assim 

como são frequentemente expressas em células com resistência tumoral e com função de 

reduzir a citotoxidade de medicamentos no citoplasma dessas células (Kusel et al., 2006). 

Proteínas transportadoras ABC, em particular proteínas MRP, podem estar envolvidas na 

resistência às fármacos em helmintos e outros organismos (Lage, 2003; James et al., 2009). 

Em estudo realizado recentemente, Messerli et al. (2009) demonstraram que isolados menos 

suscetíveis ao PZQ apresentam níveis mais elevados de RNA para SMDR2 do que em 

isolados sensíveis ao fármaco. Contudo, mais trabalhos avaliando o papel de proteínas 

transportadoras ABC no Schistosoma são importantes para entender a expressão e a atividade 
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dessas proteínas na eliminação de fármacos e na resistência para possibilitar a avaliação da 

eficácia dos tratamentos (James et al., 2009). 

Outra opção para diferenciar cepas sensíveis de cepas resistentes ao PZQ seria por 

meio da observação de danos no tegumento. William et al. (2001) observaram uma 

diminuição na extensão do dano causado pelo PZQ ao tegumento dos vermes resistentes, 

quando comparado ao de vermes sensíveis. Além disso, Oliveira et al. (2006) mostraram que 

o PZQ é capaz de gerar danos no tegumento de vermes adultos sensíveis, utilizando a sonda 

Hoechst 33258. Diante disso, a avaliação da presença de dano no tegumento em vermes 

adultos, bem como a atividade excretora dos parasitos, após exposição ao PZQ, utilizando 

marcadores fluorescentes específicos, pode ser uma alternativa para identificação de cepas de 

S. mansoni resistentes ao PZQ, uma vez que Ismail et al. (1996) e William et al. (2001) já 

demonstraram que parasitos que são menos suscetíveis aos efeitos do PZQ in vivo também 

são menos suscetíveis ao fármaco em experimentos in vitro. 
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3 OBJETIVOS 

3.1       Objetivo geral 

Seleção um isolado de S. mansoni resistente ao PZQ utilizando pressão quimioterápica em B. 

glabrata infectada com o parasito. 

3.2       Objetivos específicos 

Induzir resistência ao PZQ em cepa LE de S. mansoni utilizando sucessivos tratamentos em B. 

glabrata infectada; 

Testar comparativamente a resistência/tolerância das duas linhagens de S. mansoni, com e 

sem pressão quimioterápica, por uso ao PZQ através de perfusão dos animais para avaliação 

da carga parasitária ou cultivo dos vermes, em experimentos com camundongos; 

Comparar as alterações causadas pelo PZQ no sistema excretor de vermes adultos da 

linhagem submetida à pressão quimioterápica na fase intramolusco com a linhagem LE 

padrão por meio da sonda resorufim em microscopia de fluorescência; 

Comparar a linhagem submetida à pressão quimioterápica na fase intramolusco e a linhagem 

LE padrão quanto às alterações causadas pelo fármaco no tegumento de vermes adultos por 

meio da sonda Hoechst 33258 em microscopia de fluorescência. 
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4          MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Avaliação da suscetibilidade do S. mansoni ao PZQ após tratamentos sucessivos 

na fase intramolusco 

Para verificar se o PZQ é capaz de gerar alguma alteração na suscetibilidade do S. 

mansoni quando caramujos infectados foram submetidos a sucessivos tratamentos com este 

fármaco, observam-se os protocolos delineados a seguir. 

4.1.1  Primeira Etapa 

4.1.1.1  Caramujos e Parasitos 

Duzentos caramujos da espécie B. glabrata, linhagem Barreiro de Cima, mantidos 

rotineiramente pelo Moluscário do Centro de Pesquisa René Rachou/ FIOCRUZ, foram 

utilizados. Os parasitos usados foram S. mansoni, cepa LE, mantida no Centro de Pesquisa 

René Rachou/ FIOCRUZ, onde o ciclo do parasito é mantido rotineiramente por mais de 50 

anos. 

4.1.1.2   Infecção e exame dos caramujos 

Caramujos foram expostos, segundo a técnica descrita por Souza (1993), a 10 

miracídios de S. mansoni, da cepa LE. Trinta dias após a exposição aos miracídios, os 

caramujos foram colocados em beckeres contendo 2mL de água desclorada e expostos à luz 

artificial por 40 minutos. Posteriormente, foram examinados em lupa para verificar a presença 

ou não de cercárias. Apenas os caramujos positivos foram utilizados no experimento.   

4.1.1.3   Tratamento dos caramujos com PZQ 

Os caramujos que estavam eliminando cercárias foram separados em dois grupos: 

caramujos infectados e tratados com PZQ (Cestox – MERCK), rotulados como IT, e 

caramujos infectados e não tratados, chamados I. Os caramujos foram pesados e com a média 

do peso encontrada foi realizado o cálculo para 100mg/Kg de PZQ, que foi incorporado a 

100mg de ração, quantidade que equivale à alimentação diária de cada caramujo. Para isso, a 

ração para camundongo da marca Nuvital - Nuvilab (composição: milho integral, farelo de 

soja, farelo de trigo, carbonato de cálcio, fosfato bicálcio, cloreto de sódio, premix vitamínico, 

aminoácidos) foi utilizada. Essa ração foi autoclavada, triturada e a ela incorporados 10% de 

carbonato de cálcio. Para o tratamento foi adicionada água, até que a ração adquirisse uma 

consistência pastosa e possibilitasse a adição do medicamento. Após a adição do fármaco, a 
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mistura foi homogeneizada e separada em porções de 100mg. Os caramujos não tratados 

foram mantidos sob as mesmas condições, porém sem adição de PZQ à ração. 

Os caramujos foram mantidos individualmente, em copos plásticos com 200mL de 

água desclorada. Três tratamentos foram realizados, cada um com duração de cinco dias, 

sendo observada uma semana de intervalo entre cada tratamento. Os caramujos ingeriam 

ração, com ou sem PZQ, sendo esta adicionada diariamente. Na semana de intervalo entre um 

tratamento e outro, os caramujos foram examinados e, na semana seguinte, iniciado o 

tratamento subsequente. Ao final do terceiro tratamento, os caramujos passaram a ser 

examinados semanalmente para verificar quando voltariam a eliminar cercárias novamente. 

Na semana em que os caramujos voltaram a eliminar cercárias em quantidade suficiente, 

camundongos foram infectados para a continuidade dos estudos, desde que o total de cercárias 

eliminadas permitisse a montagem de protocolos para infecção do número de camundongos 

necessários. 

4.1.2 Segunda Etapa  

4.1.2.1 Animais e parasitos 

 Camundongos swiss, fêmeas, com aproximadamente 20g, foram utilizados como 

modelo experimental nesta segunda fase do experimento. Para a infecção dos camundongos, 

foram utilizadas cercárias da cepa LE de S. mansoni, previamente submetida a 3 tratamentos 

com PZQ na fase intramolusco, denominada LE-PZQ, e cercárias da cepa LE não submetida 

ao tratamento com PZQ, que serviu como base de comparação.  

 Os procedimentos realizados com os animais foram submetidos à Comissão de Ética 

no Uso de Animais da Fundação Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ) e aprovados sob o 

número P-0340/07. 

4.1.2.2 Infecção dos camundongos 

Os caramujos foram expostos à luz por 2 horas e o líquido contendo as cercárias foi 

transferido para um único becker, originando um pool de cercárias provenientes de caramujos 

LE – PZQ (pré-expostos ao fármaco) e outro LE (controle). De cada becker, foi retirada uma 

alíquota de, aproximadamente, 0,3mL para serem contadas com auxílio de uma lupa. As 

alíquotas foram ajustadas, a fim de se obter uma concentração equivalente a 25 ±5 cercárias, 

em um volume de 0,3mL. 
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Os camundongos foram inoculados no dorso, individualmente, por via subcutânea, 

segundo a técnica descrita por Pellegrino & Katz (1968). A infecção foi realizada utilizando 

uma seringa de aço-inox com volume ajustável.  

4.1.2.3  Tratamento experimental em camundongos 

Após 45 dias de infecção, os animais foram pesados e divididos em 8 grupos, 4 com 

camundongos infectados com cepa LE e outros 4 com LE-PZQ, cada grupo contendo 12 

animais. Os comprimidos de PZQ foram pesados e, posteriormente, realizado o cálculo do 

fator de correção (considerando-se apenas o princípio ativo, excluindo-se o excipiente). Com 

ajuda de pistilo, os comprimidos foram macerados e diluídos em água. O fármaco foi 

administrado com auxílio de seringa de gavagem por via oral, em dose única. Os 

camundongos foram tratados com PZQ nas dosagens de 200, 400 e 800mg/kg. Os grupos e os 

esquemas terapêuticos que foram utilizados estão descritos no Quadro 1. 

Grupos Infecção Dosagem (PZQ) 

1 LE 200mg/Kg 

2 LE - PZQ 200mg/Kg 

3 LE 400mg/Kg 

4 LE - PZQ 400mg/Kg 

5 LE 800mg/Kg 

6 LE - PZQ 800mg/Kg 

7 LE Controle 

8 LE - PZQ Controle 

 
 
 
 

4.1.2.4 Recuperação de vermes 

Trinta dias após o tratamento, os grupos tratados foram sacrificados por fratura 

cervical (exceto os grupos controles, que foram sacrificados 45 dias após a infecção). A 

perfusão foi realizada seguindo-se a técnica descrita por Pellegrino & Siqueira (1956), 

resumidamente: o conteúdo visceral foi exposto; fígado e mesentério foram separados pela 

ligadura da veia renal e a veia porta foi seccionada. Com o auxílio de uma agulha, acoplada a 

um pipetador automático (Brewer), solução salina 0,85% heparinizada foi injetada na aorta 

descendente, permitindo, assim, a perfusão do sistema porta e das veias mesentéricas, 

Quadro 1- Esquemas Terapêuticos 

Legenda: LE-PZQ: cepa LE de S. mansoni submetida a 3 tratamentos na fase intramolusco do parasito; LE: 

cepa de S. mansoni não submetida a tratamento com PZQ (controle). Distribuídos 12 camundongos por grupo. 
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recuperando-se os vermes presentes. Adicionalmente foi realizada a perfusão do fígado 

através da injeção de salina 0,85%, heparinizada, no hilo hepático. Os vermes foram, então, 

coletados em placas de petri, contados e separados em macho, fêmea e acasalados com auxílio 

de lupa.  

Os fígados de outros animais, após 50 dias de infecção, do isolado LE-PZQ, foram 

processados de acordo com Souza (1993) e os miracídios obtidos foram utilizados para 

infectar novos caramujos e dar seguimento ao ciclo do parasito, seguindo protocolo já 

descrito.  

4.1.2.5   Análise estatística  

 Testes estatísticos utilizando o número de vermes vivos recuperados em cada grupo 

foram utilizados para avaliar uma possível alteração na susceptibilidade ao PZQ do S. 

mansoni, após tratamentos na fase intramolusco. Foi realizada uma comparação entre a média 

de vermes vivos recuperados dos camundongos infectados com a cepa LE e o isolado LE-

PZQ, tratados com dosagens de 200, 400 ou 800mg/Kg de PZQ. No caso de dados 

paramétricos, utilizou-se o Teste t de Student e, no caso de dados não paramétricos, foi 

realizado o teste de Mann-Whitney. O teste de Kruskal-Wallis, seguido das comparações 

múltiplas de Dunn’s, foi utilizado para avaliar o efeito das diferentes doses de PZQ (200, 400, 

800mg/Kg) nos vermes da cepa LE e LE-PZQ, em comparação com os respectivos grupos 

controles. Todas as análises deste estudo foram realizadas com 5% de significância, 

utilizando-se os programas estatísticos MINITAB 13 e PRISMA 4. 

 A porcentagem de redução da carga parasitária em cada grupo tratado foi calculada de 

acordo com a seguinte equação: 

% redução = (média de vermes no grupo controle – média de vermes no grupo tratado)  x 100 
                                              média de vermes no grupo controle 
 

Os cálculos da ED50 foram realizados utilizando o software PRISMA 4, usando curva 

sigmoidal.  

4.2 Cultivo de vermes 

4.2.1 Recuperação e cultivo de vermes 

Camundongos infectados com 100 ± 10 cercárias LE-PZQ e LE, após 45 dias da 

infecção, foram tratados com 400mg/Kg de PZQ, conforme já descrito acima. Os grupos 

controle, LE ou LE-PZQ, não foram submetidos ao tratamento. Após 2 horas, os 

camundongos foram perfundidos seguindo a técnica de perfusão retrógada do fígado descrita 
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por Smithers & Terry (1965). Resumidamente: os camundongos foram sacrificados por 

overdose de pentobarbital sódico 3% (Hypnol - Fontoveter), administrado por via 

intraperitoneal (± 0,3mL). Posteriormente, as vísceras abdominais e o coração foram 

expostos, a veia porta foi seccionada com o auxílio de uma agulha conectada a uma seringa de 

10mL. Imediatamente, na parte inferior dos ventrículos do coração, foi injetado meio de 

cultura RPMI – 1640 (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), pH 7,4  e 0,2% de 

heparina, obtendo-se, assim, os parasitos. Estes foram lavados com meio RPMI – 1640. Os 

vermes recuperados foram colocados em meio de cultura acrescido de 5% de soro fetal 

bovino (SFB – Gibco Limited, Paisley, Scotland, U.K) e 100μL/mL de antibiótico 

penicilina/estreptomicina (Sigma) na estufa 37°C e 5% de CO2, por aproximadamente 30 

minutos (Oliveira et al., 2006).  

Os vermes foram colocados em placa de cultura de tecidos. Quatro pares de vermes 

foram colocados em cada poço, sendo poços com vermes do isolado LE-PZQ ou da cepa LE, 

tratados com PZQ, e poços com vermes não tratados. Em cada poço, os vermes foram 

mantidos em 4ml de meio de cultura RPMI – 1640 acrescido de 5% de SFB e 100μL/ml de 

antibiótico penicilina/estreptomicina e observados no microscópio invertido por 7 dias. 

4.3 Avaliação da atividade excretora e do dano causado no tegumento por sondas 

fluorescentes 

4.3.1  Avaliação da atividade excretora após adição de PZQ in vitro 

Camundongos infectados com 100 ± 10 cercárias LE-PZQ e LE, após 45 dias da 

infecção, foram perfundidos, seguindo a técnica de perfusão retrógada do fígado descrita por 

Smithers & Terry (1965), já mencionada anteriormente. Quatro pares de vermes foram 

colocados em placas de cultura de tecidos, mantidos em 4mL de meio de cultura RPMI – 

1640, acrescido de 5% de SFB e 100μL/mL de antibiótico penicilina/estreptomicina, sendo 

poços com vermes do isolado LE-PZQ ou da cepa LE. Em seguida, foi adicionado a cada 

poço 10μL de sonda resorufim (Sigma – solução estoque 10mg/mL) e colocados em estufa 

37°C e 5% de CO2 por 30 minutos. Após serem lavados por cinco vezes para retirada do 

excesso de sonda, acrescentaram-se 2μg/mL de PZQ (Cestox® – Merck; sol. estoque 

0,8mg/mL), sendo mantidos poços sem a adição do fármaco. Posteriormente, foram colocados 

em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 15 minutos. Os vermes foram novamente lavados por 

cinco vezes com meio de cultura, transferidos para lâminas delimitadas com vaselina para 

evitar o extravasamento dos vermes e levados para observação em microscópio de 
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fluorescência (Karl Zeiss Axiostar Plus filtro com Rodamina - excitação/emissão máxima do 

resorufim 571/585nm).    

4.3.2 Avaliação de dano no tegumento  

4.3.2.1 Avaliação de dano no tegumento após adição do PZQ in vitro 

Camundongos infectados com 100 ± 10 cercárias LE-PZQ e LE, após 45 dias da 

infecção, foram perfundidos seguindo a técnica de perfusão retrógada do fígado descrita por 

Smithers & Terry (1965), já descrita anteriormente. Quatro pares de vermes foram 

distribuídos em placa de cultura de tecidos, separando-os em poços com vermes do isolado 

LE-PZQ e poços com vermes da cepa LE. Os vermes foram mantidos em 2mL de meio de 

cultura RPMI – 1640, acrescido de 5% de SFB e 100μL/mL de antibiótico 

penicilina/estreptomicina. Em seguida, foram adicionados 2μg/mL de PZQ (sol. estoque 

0,4mg/mL), sendo mantidos poços sem o fármaco, e colocados em estufa 37°C e 5% de CO2 

por 1 hora. Posteriormente, foram lavados por cinco vezes com meio de cultura para retirada 

do fármaco. Então, acrescentaram-se 10μL da sonda Hoechst 33258 (Sigma; solução estoque 

10mg/mL) e os vermes foram incubados novamente por 15 minutos em estufa 37°C e 5% de 

CO2. Os vermes foram lavados por cinco vezes com meio de cultura, transferidos para 

lâminas delimitadas com vaselina para evitar o extravasamento dos vermes e levados para 

observação em microscópio de fluorescência (Karl Zeiss Axiostar Plus filtro com DAPI - 

excitação/emissão máxima da Hoechst 33258 352/455 nm). 

4.3.2.2 Avaliação de dano no tegumento após tratamento in vivo com PZQ  

Camundongos infectados com 100 ± 10 cercárias LE-PZQ e LE, após 45 dias da 

infecção, foram tratados com 400mg/Kg de PZQ conforme já descrito acima. Os grupos 

controle LE e LE-PZQ não foram submetidos ao tratamento. Após 2 horas, os camundongos 

foram perfundidos seguindo a técnica de perfusão retrógada do fígado descrita por Smithers & 

Terry (1965), já descrita anteriormente. Quatro pares de vermes foram distribuídos em placa 

de cultura de tecidos, separando-os em poços com vermes do isolado LE-PZQ e poços com 

vermes da cepa LE. Os vermes foram mantidos em 2mL de meio de cultura RPMI – 1640 

acrescido de 5% de SFB e 100μL/mL de antibiótico penicilina/estreptomicina. 

Posteriormente, acrescentaram-se 10μL da sonda Hoechst 33258 (Sigma; solução estoque 

10mg/mL), e os vermes foram incubados novamente por 15 minutos em estufa 37°C e 5% de 

CO2. Os vermes foram lavados por cinco vezes com meio de cultura, transferidos para 

lâminas delimitadas com vaselina para evitar o extravasamento dos vermes e levados para 
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observação em microscópio de fluorescência (Karl Zeiss Axiostar Plus filtro com DAPI - 

excitação/emissão máxima da Hoechst 33258 352/455 nm). 

4.4 Imagens fotográficas 

As imagens deste trabalho foram obtidas com máquina fotográfica Canon EOS Digital 

Rebel XT. 
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5 RESULTADOS: ARTIGOS  

5.1    Artigo 1 

Couto FFB, Coelho PMZ, Araújo N, Kusel JR, Katz N, Jannotti-Passos LK, Mattos ACA. 

Method for inducing resistance to praziquantel using Biomphalaria glabrata snails infected 

with Schistosoma mansoni. Parasitol In press 2010. 
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5.2       Artigo 2 

Couto FFB, Coelho PMZ, Araújo N, Katz N, Mattos ACA. Use of fluorescent probes as a 

useful tool to identify resistant Schistosoma mansoni isolates to praziquantel. Parasitol 2010; 

137, 1–7.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 A esquistossomose é uma das doenças parasitárias de maior prevalência no mundo e 

está associada à pobreza e ao baixo desenvolvimento econômico, o que gera a necessidade de 

utilização de águas naturais contaminadas para o exercício da agricultura, trabalho doméstico 

e/ou lazer. Afeta mais de 200 milhões de pessoas em zonas rurais e periurbanas, entre as quais 

120 milhões são sintomáticas e 20 milhões sofrem conseqüências graves da doença. No 

Brasil, estima-se mais de 8 milhões de pessoas infectadas, enquanto outras 30 milhões estão 

sob o risco de contrair a doença. Tem como agente etiológico o Schistosoma mansoni, 

trematódeo de ciclo heteroxênico, que têm mamíferos, incluindo o homem, como hospedeiros 

definitivos e espécies de caramujos de água doce do gênero Biomphalaria como hospedeiros 

intermediários.  

 O praziquantel (PZQ) é, atualmente, o medicamento de escolha para o tratamento da 

esquistossomose. Apresenta baixa toxicidade, é administrado oralmente, em dose única e com 

alta eficácia, possibilitando o tratamento da população em larga escala. Em função da 

eficiência e segurança, foi possível o emprego em larga escala em áreas endêmicas, bem 

como em tratamentos repetidos. Porém, o uso regular de drogas para o controle de parasitas 

pode levar à seleção de cepas resistentes, através do mecanismo de pressão seletiva. A 

existência de cepas de Schistosoma resistentes ao PZQ pode ser considerada um problema 

para o controle dessa doença, uma vez que os métodos de controle da esquistossomose têm na 

quimioterapia um de seus principais procedimentos. 

 A manutenção de uma cepa resistente ao PZQ em laboratório é de grande importância, 

pois possibilita desenvolver diversos estudos em relação aos mecanismos de resistência ao 

medicamento, aos mecanismos de ação da droga no parasito, bem como identificar 

marcadores moleculares para identificação de resistência ao PZQ em campo. Além disso, 

permite testar novos esquemas terapêuticos para serem utilizados quando forem detectados 

casos de resistência. Porém, os diversos experimentos de indução de resistência, realizados 

em laboratório, utilizando sucessivas passagens e tratamentos em camundongos são longos e 

utilizam metodologias distintas, o que dificulta a comparação entre eles, impedindo, assim, 

uma análise mais aprofundada dos resultados obtidos. Deste modo, os principais problemas 

para o estudo da resistência do S. mansoni ao PZQ se devem às dificuldades de execução dos 

métodos tradicionais de indução e à manutenção do isolado em laboratório. Atualmente, não 

se tem relato da existência de um isolado resistente, desenvolvido em laboratório, que venha 

sendo mantido em condições laboratoriais. 
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Estudos já demonstraram a ação do PZQ em diversas fases do S. mansoni, inclusive na 

fase intramolusco. Desta forma, a possibilidade de seleção de isolados resistentes, em 

laboratório, utilizando S. mansoni na fase intramolusco, seria de grande valia, uma vez que 

seria um processo mais fácil, rápido e econômico do que o método clássico por passagens em 

camundongos. Neste casso, a pressão é exercida sobre milhares de formas evolutivas, as 

cercárias (pressão sobre um número muitíssimo maior de organismos do que no modelo com 

camundongo, em vermes adultos), abreviando o processo seletivo.  

 O presente trabalho teve como objetivo principal selecionar um isolado de S. mansoni 

resistente ao PZQ utilizando pressão quimioterápica em B. glabrata infectada com o parasito. 

No primeiro artigo resultante da dissertação, “Method for inducing resistance to praziquantel 

using Biomphalaria glabrata snails infected with Schistosoma mansoni” descrevemos o 

método utilizado para indução de resistência. A metodologia e os resultados obtidos foram 

descritos e submetidos a publicação na revista Parasitology. O isolado resistente selecionado, 

denominado LE-PZQ, apresentou uma ED50 (dose efetiva para matar 50% dos vermes) 5,3x 

maior que na cepa controle, suscetível ao PZQ. Este procedimento demonstrou ser um método 

rápido, fácil e eficiente para seleção de isolados resistentes ao PZQ.  

O sistema excretor do Schistosoma tem recebido, nos últimos anos, atenção especial 

devido ao seu importante papel na interação parasito-hospedeiro. Estudos utilizando uma 

sonda fluorescente, a resorufim, demonstraram que o PZQ é capaz de inibir a atividade 

excretora de vermes adultos sensíveis ao medicamento. Esta sonda é um substrato da Pgp, 

uma proteína que está associada fenótipos de resistência à fármacos. Já foram descritos 

homólogos a essa proteína no S. mansoni.  

O PZQ é também capaz de causar intensos danos na superfície de vermes adultos que 

causam a morte direta do parasito ou levam a exposição de antígenos que, juntamente com o 

medicamento, eliminariam o verme. A sonda Hoechst 33258 é uma sonda hidrofílica, capaz 

de se ligar ao DNA das células atuando como indicador de integridade de membrana e já foi 

utilizada em estudos com vermes adultos, esquistossômulos, cercárias e esporocistos.  

Diante do exposto, tivemos, também, como objetivo avaliar a atividade excretora e a 

magnitude dos danos causado no tegumento de vermes após exposição ao PZQ. A 

metodologia utilizada e os resultados foram descritos no outro artigo resultante desta 

dissertação: “Use of fluorescent probes as a useful tool to identify resistant Schistosoma 

mansoni isolates to praziquantel”. Foi possível concluir que o PZQ não inibe completamente a 

atividade do sistema excretor de vermes adultos in vitro, recuperados de camundongos 

infectados com cercárias LE-PZQ, já que a marcação deste sistema pela sonda resorufim não 

desaparece completamente após adição do fármaco conforme ocorre em vermes da linhagem 
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LE controle. E também que os vermes adultos provenientes de camundongos infectados com 

cercárias LE-PZQ apresentaram danos no tegumento menos intensos do que em vermes de 

camundongos infectados com cercárias da cepa LE padrão, após exposição ao PZQ in vivo ou 

vitro. 

Os resultados obtidos com a utilização das sondas fluorescentes resorufim e Hoechst 

33258 corroboram com os resultados para avaliação da resistência do isolado submetido à 

pressão quimioterápica na fase intramolusco. A partir de então, será possível manter o isolado 

resistente sob pressão quimioterápica afim de que o mesmo continue resistente e será possível 

realizar, em grande escala, experimentos que visem de esclarecer os mecanismos envolvidos 

na resistência do parasito ao PZQ. 
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7 ANEXO 

7.1 Aceite da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA – FIOCRUZ) 
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