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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: A esquistossomose é uma doença parasitária considerada um 
problema de saúde prevalente em países tropicais em desenvolvimento, sendo o 
Praziquantel (PZQ) a droga de primeira escolha para o tratamento. O verme adulto 
do S. mansoni reside no lúmen vascular, apesar disso pouco se sabe sobre a 
interação das células endoteliais com o verme adulto e a participação dessas células 
durante a progressão ou proteção na infecção. Além disso, ainda não foi avaliada a 
expressão de genes antioxidantes por essas células durante a esquistossomose e 
após o tratamento. OBJETIVO: Avaliar a expressão de genes antioxidantes em 
células HUVEC cultivadas com vermes adultos de S. mansoni e expostas ao 
tratamento, bem como a capacidade de sobrevivência de vermes cultivados com 
HUVEC e expostas a agentes oxidantes. METODOLOGIA: Os nomes dos genes, 
enzimas e substratos utilizados nesse trabalho foram apresentados de forma 
codificada para manter sigilo por se tratar de informação sensível para inovação. 
Células HUVEC foram cultivadas e desafiadas com vermes adultos do S. mansoni e 
submetidas ao tratamento com PZQ nos tempos de 1, 3 e 6 horas. Após o desafio, 
foi realizada a extração de RNA utilizando trizol. Em seguida, foi realizada a reação 
de qPCR de genes antioxidantes. Para avaliar a capacidade de sobrevivência dos 
vermes adultos frente ao estresse oxidativo, foi realizado o cultivo de vermes adultos 
com o agente oxidante OX e vermes adultos com OX na presença de HUVEC. Os 
vermes foram avaliados por microscopia óptica. RESULTADOS: Células HUVEC 
apresentaram aumento na expressão dos genes antioxidantes αOX-A e αOX-B 
quando desafiadas apenas com o PZQ. Além disso, foi interessante notar que os 
vermes adultos não foram capazes de induzir ou suprimir os genes antioxidantes 
avaliados, com exceção do αOX-E, o qual teve sua expressão aumentada 
significativamente em células HUVEC após 6 horas de exposição a um casal de 
verme adulto. Quando avaliada a capacidade de sobrevivência, os vermes adultos 
cultivados com células HUVEC e desafiadas com OX apresentaram maior percentual 
de sobrevivência e resistiram a maiores concentrações de OX quando comparados a 
vermes adultos desafiados com OX sem a presença das HUVEC. Foi adicionado à 
cultura de vermes adultos a proteína antioxidante αOX-E juntamente com o agente 
oxidante OX, sendo demonstrando aumento da sobrevivência dos vermes também 
nessa condição mesmo em altas concentrações de OX. Assim, vermes adultos 
cultivados com células HUVEC se comportam semelhante à cultura dos vermes em 
que a αOX-E foi adicionada. CONCLUSÃO: O verme adulto de S. mansoni parece 
induzir as células HUVEC a expressarem mais αOX-E, molécula que está envolvida 
no controle do estresse oxidativo. Tornando dessa forma, um ambiente propício à 
sua sobrevivência. Essa informação pode auxiliar novas abordagens de tratamentos 
adjuvantes ao PZQ. 
 
PALAVRAS CHAVE: Schistosoma mansoni; HUVEC; Praziquantel; Estresse 

oxidativo 
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ABSTRACT 

 
INTRODUCTION: Schistosomiasis is a parasitic disease considered a prevalent 
health problem in tropical developing countries, and the Praziquantel (PZQ) is the 
drug of choice for treatment. The adult worm of S. mansoni resides in the vascular 
lumen, although little is known about the interaction of endothelial cells with the adult 
worm and the participation of these cells during progression or protection from 
infection. In addition, the expression of antioxidant genes by these cells has not yet 
been evaluated during schistosomiasis and after treatment. AIM: To evaluate the 
expression of antioxidant genes in HUVEC cells grown with adult S. mansoni worms 
and exposed to treatment, as well as the survival capacity of worms with HUVEC and 
exposed to oxidizing agents. METHODOLOGY: The names of the genes, enzymes 
and substrates used in this work were presented in a coded form to keep 
confidentiality because it is sensitive information for innovation. HUVEC cells were 
cultured and challenged with adult S. mansoni worms and subjected to PZQ 
treatment at 1, 3 and 6 hours. After the challenge, RNA extraction was performed 
using trizol. Then, the qPCR reaction of antioxidant genes was performed. To 
evaluate the adult worms ability to survive oxidative stress, adult worms were 
cultivated with the oxidizing agent OX and adult worms with OX in the presence of 
HUVEC. The worms were evaluated by optical microscopy. RESULTS: HUVEC cells 
showed increased expression of the antioxidant genes αOX-A and αOX-B when 
challenged only with PZQ. In addition, it was interesting to note that adult worms 
were not able to induce or suppress the antioxidant genes evaluated, with the 
exception of αOX-E, which had its expression significantly increased in HUVEC cells 
after 6 hours of exposure to an adult worm couple . When the survival capacity was 
evaluated, adult worms grown with HUVEC cells and challenged with OX showed a 
higher percentage of survival and resisted higher concentrations of OX when 
compared to adult worms challenged with OX without the presence of HUVEC. The 
antioxidant protein αOX-E was added to the culture of adult worms together with the 
oxidizing agent OX, demonstrating an increased survival of worms in this condition 
even in high concentrations of OX. Thus, adult worms grown with HUVEC cells 
behave similarly to the culture of the worms in which αOX-E was added. 
CONCLUSION: The adult S. mansoni worm seems to induce HUVEC cells to 
express more αOX-E, a molecule that is involved in the control of oxidative stress. 
Thus making it an environment conducive to their survival. This information can help 
new approaches to adjuvant treatments to PZQ. 
 
KEY WORDS: Schistosoma mansoni, HUVEC, Praziquantel, Oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ESQUISTOSSOMOSE 

 

A esquistossomose é uma doença parasitária considerada um problema de 

saúde pública presente em países tropicais e subtropicais, relacionada à pobreza e 

más condições sanitárias. É causada por 6 diferentes espécies de trematódeos do 

gênero Schistosoma: S. guineensis, S. haematobium, S. intercalatum, S. japonicum, 

S. mekongi e S. mansoni (MCMANUS et al., 2018). No Brasil, a espécie responsável 

pela infecção é o Schistosoma mansoni, sendo o caramujo do gênero Biomphalaria 

seu principal hospedeiro intermediário (PEARCE; MACDONALD, 2002; ROWEL et 

al., 2015). 

O ciclo tem início quando ovos viáveis eclodem na água liberando o miracídio, 

que infecta o caramujo. Após o desenvolvimento no hospedeiro intermediário, o 

parasita chega à fase de cercária e é liberado na água. A infecção no indivíduo 

susceptível ocorre quando a cercária penetra na pele durante o contato com água 

contaminada. As cercárias perdem a cauda e se tornam esquistossômulos que 

chegam à corrente sanguínea e migram para a região da veia porta hepática, onde 

amadurecem até vermes adultos e iniciam a ovoposição no lúmen vascular, local 

onde os vermes adultos permanecem durante todo o período de infecção. Os ovos 

liberados migram para o intestino para serem eliminados nas fezes, ou podem 

alcançar o fígado, onde se alojam e desencadeiam uma resposta imunológica 

prejudicial ao hospedeiro (PEARCE; MACDONALD, 2002; MCMANUS et al., 2018) 

Segundo a Organização Mundial de saúde (OMS), a esquistossomose afeta 

quase 240 milhões de pessoas em todo o mundo e mais de 700 milhões de pessoas 

vivem em áreas endêmicas. A maior parte dos casos se concentram no continente 

africano, todavia também são considerados problemas de saúde pública em países 

da Ásia e América do Sul (Figura 1) (MCMANUS et al., 2018; WHO, 2020a). 
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Figura 1. Distribuição da esquistossomose no mundo no ano de 2012 (MCMANUS et al., 
2018). 

 

No Brasil, a esquistossomose é frequente nas zonas rurais dos estados do 

Nordeste e Sudeste, sendo Sergipe, Minas Gerais, Alagoas, Pernambuco e Bahia os 

estados que apresentam as maiores taxas de prevalência (Figura 2) (BRASIL, 2014; 

KATZ, 2018). 

O Inquérito Nacional da Prevalência da Esquistossomose e Geo-helmintoses 

(INPEG), publicado no ano de 2018, queria levantar a prevalência da 

esquistossomose em todo o território nacional, e foram avaliadas as 26 unidades 

federativas e o Distrito Federal. Entretanto, é de extrema importância considerar a 

amostragem realizada no INPEG, as cidades avaliadas foram definidas por sorteio, 

excluindo da análise cidades que poderiam apresentar taxas mais elevadas. O 

INPEG aponta uma redução na prevalência da esquistossomose no Brasil, e que 

fatores como a urbanização, melhoria no serviço de abastecimento de água e 

saneamento básico, além de tratamentos repetidos em massa nas áreas endêmicas, 

estão associados à redução da prevalência. Entretanto, apesar da importante 

redução da prevalência geral, ainda existem regiões em que a prevalência é alta e 

merecem atenção (KATZ, 2018). 
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Figura 2. Distribuição da prevalência da esquistossomose no Brasil. (KATZ, 2018) 

 

Uma das principais formas de controle da eliminação da esquistossomose, 

recomendada pela Organização Mundial de Saúde, consiste no tratamento em 

massa da população. O Praziquantel tem sido utilizado com sucesso nos últimos 30 

anos para controlar a esquistossomose em muitos países (WHO, 2011). Na África 

Subsaariana, essa estratégia tem mostrado redução na esquistossomose (WANG; 

WANG; LIANG, 2012). O tratamento em massa com o Praziquantel na China e no 

Egito também revelaram resultados significativos nos índices de infecção. Além 

disso, os resultados sugerem que o tratamento repetido durante a infância previne 

ocorrência de manifestações graves na idade adulta (WHO, 2020b). 

 

 

1.2 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E IMUNOPATOGÊNESE 

 

A esquistossomose pode manifestar-se clinicamente logo após a penetração 

da cercária caracterizando a forma aguda da doença, e após de 6 a 8 semanas da 

infecção, com aspectos clínicos variados, que representa a forma crônica da doença 

(MCMANUS et al., 2018). A imunopatogênese da esquistossomose sofre influência 
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direta dos diferentes estágios do parasito (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2004; 

HOKKE; FITZPATRICK; HOFFMANN, 2007). 

A esquistossomose aguda é caracterizada por manifestações como a dermatite 

cercariana e a síndrome toxêmica. A dermatite cercariana é originada a partir da 

resposta imune inata que desencadeia uma reação de hipersensibilidade em partes 

do corpo que foram expostas à água contaminada, onde ocorreu a penetração da 

cercária (MCMANUS et al., 2018). A síndrome toxêmica ocorre entre 2 e 3 semanas 

após a exposição, em decorrência de reações de hipersensibilidade e formação de 

complexos imunes com antígenos liberados pelos esquistossomos durante 

passagem pelos pulmões. Pode ocorrer sintomas como, prostração, febre e 

também, cerca de um mês depois, dores abdominais e diarreia acompanhada de 

muco e sangue que coincidem com o começo da eliminação de ovos nas fezes 

(ANDRADE, 2008). Os sintomas geralmente são acompanhados de eosinofilia e 

infiltrados pulmonares transitórios (LAMBERTUCCI, 1993; RABELLO et al., 1997; 

DE JESUS et al., 2002; ROSS et al., 2007). A fase aguda cursa com uma marcante 

resposta pró-inflamatória, predominando a resposta de células T auxiliares do tipo 1 

(Th1) (DE JESUS et al., 2002). 

As manifestações agudas normalmente não são observadas em residentes de 

áreas endêmicas, podendo ser graves e evoluir a óbito em uma exposição acidental. 

Isso pode ocorrer devido à dessensibilização intrauterina, resultando em menor 

resposta imunológica a antígenos do S. mansoni em bebês nascidos de mães 

infectadas ou devido à constante reexposição que pode induzir a produção de IL-10 

por células T CD4, resultando em uma resposta imune regulatória (KING et al., 

1998; SANIN et al., 2015) 

Após a ovoposição ocorre a evolução para a forma crônica da doença, 

podendo manifestar-se na forma intestinal, hepato-intestinal e hepato-esplênica 

(ANDRADE, 2008). Os principais danos ocorridos durante a fase crônica da 

esquistossomose são a formação de granuloma e fibrose hepática induzida pelos 

ovos, que resultam da resposta imune do hospedeiro ao antígeno solúvel do ovo 

(SEA). A fase crônica tem início com a transição da resposta Th1 para a resposta 

Th2, que coincide com a ovoposição (COLLEY; SECOR, 2014).  

O papel da resposta Th2 na imunopatogênese da esquistossomose ainda não 

foi totalmente elucidado. Enquanto alguns estudos têm associado a resposta Th2 à 

resistência adquirida contra a reinfecção com níveis elevados de citocinas Th2, 
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eosinofilia e níveis aumentados de IgE específicos, outros trabalhos associam a 

resposta Th2 ao desenvolvimento de patologia grave (BRUNET; KOPF; PEARCE, 

1999; OLIVEIRA et al., 2012). Em modelo murino foi demonstrado papel protetor da 

IL-4 para o hospedeiro, onde camundongos deficientes em IL-4 e em IgE 

apresentaram maior carga parasitária (BRUNET; KOPF; PEARCE, 1999; LA 

FLAMME et al., 2001). Por outro lado, estudos também sugerem que IL-4 e IL-13 

estão associadas com o desenvolvimento do granuloma e fibrose hepática 

(CHIARAMONTE et al., 1999; DE JESUS et al., 2004; DE SOUZA RDA et al., 2012). 

Existem evidências de que nas helmintíases crônicas, principalmente na 

esquistossomose, a resposta do tipo Th2 é dita ´modificada´, sendo um misto de 

resposta Th2 e regulatória (VAN DEN BIGGELAAR et al., 2000). A IL-10, citocina 

com propriedades regulatórias, está envolvida no equilíbrio entre Th1 e Th2. Durante 

a infecção crônica, a produção de IL-10 reduz os danos colaterais nos tecidos e a 

fibrose induzida pela resposta Th2 no fígado em resposta à deposição de ovos de S. 

mansoni (GRANT et al., 2011). Entretanto, alguns estudos apontam que a IL-10 e 

baixos níveis de IgE contribuem para a susceptibilidade à infecção por S. mansoni 

(WILSON et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012). 

A IgE é um importante isotipo na proteção contra a esquistossomose, uma vez 

que ela participa da citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) 

(GRANT et al., 2011) que ocorrem especificamente quando eosinófilos reconhecem 

vermes opsonizados por IgE. Eosinófilos humanos são capazes de degradar 

esquistossômulos in vitro pela ação de ânion superóxido e da atividade da 

Peroxidase Eosinofílica (EPO) (KAZURA et al., 1981). 

Dessa forma, a produção de radicais livre de oxigênio é importante na resposta 

do hospedeiro contra a esquistossomose. Apesar da resposta imune ter papel 

importante na defesa contra o parasito, ainda não há relato de cura espontânea em 

humanos não submetidos a tratamento medicamentoso específico. 

 

1.3 TRATAMENTO PARA A ESQUISTOSSOMOSE 

 

A droga de primeira escolha para o tratamento da esquistossomose é o 

Praziquantel (PZQ), um derivado da pirazioisoquinolona, que tem se mostrado 

clinicamente eficaz contra um amplo espectro de infecções por cestódeos e 
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trematódeos. O PZQ é eficaz contra todas as espécies de Schistosoma e tem sido 

utilizado em tratamentos individuais e em massa (NIH, 2017). 

Após a administração o fármaco é rapidamente absorvido, sendo necessário 

ocorrer metabolização hepática para exercer seu efeito sobre o verme. A taxa de 

cura varia entre 67 a 83% dos pacientes com esquistossomose mansônica, sofrendo 

a influência da idade do paciente e do nível de infecção (LIU et al., 2011; ZWANG; 

OLLIARO, 2014).  

O PZQ atua sobre o verme adulto, especificamente no influxo de cálcio no 

parasita, através dos canais de cálcio operados por voltagem, levando a contração 

muscular e modificações na superfície do tegumento. Porém, alguns estudos 

mostraram que o acúmulo de cálcio por si só, medido em parasitas mantidos in vitro, 

pode não explicar a atividade esquistossomicida do PZQ (PICA-MATTOCCIA et al., 

2008; NOGI et al., 2009). Modificações de superfície desregulando os mecanismos 

que controlam o fluxo de cátions das membranas celulares dos vermes, estimula a 

entrada de sódio e inibe a de potássio, ocasionando despolarização nas células do 

parasita. Em concentrações terapêuticas mais elevadas, o PZQ provoca 

vacuolização e vesiculação do tegumento de parasitas suscetíveis. Esse efeito 

resulta em liberação do conteúdo do parasita e ativação do mecanismo de defesa do 

hospedeiro para a destruição dos vermes (DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008).  

O paciente em tratamento costuma apresentar muitas reações adversas, sendo 

as mais comuns: inapetência, cefaleia, tonturas, dor abdominal, náusea, vômito, 

urticária, erupções cutâneas pruriginosas, fraqueza, cansaço e febre. É provável que 

algumas reações sejam devidas à morte dos parasitos, mais frequentes em 

pacientes com alta carga parasitária (NIH, 2017). 

Já existem alguns relatos de resistência ao tratamento, apesar das informações 

ainda serem controversas (FALLON, 1998; WANG; WANG; LIANG, 2012; VALE et 

al., 2017). Embora poucos isolados resistentes ao Praziquantel tenham sido 

descritos, foram encontrados em muitos focos endêmicos, especialmente em países 

africanos como o Egito e Senegal, uma susceptibilidade reduzida à droga em 

indivíduos com esquistossomose mansônica (WANG; WANG; LIANG, 2012). Além 

disso, em casos de reinfecção, o Praziquantel não é efetivo contra 

esquistossômulos, levando ao surgimento de casos refratários à terapia (PICA-

MATTOCCIA; CIOLI, 2004).  
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Assim, a busca de novos fármacos que possam substituir ou complementar a 

ação do Praziquantel é fundamental na tentativa de controle e eliminação da 

esquistossomose. Os novos fármacos para a esquistossomose devem, além de 

apresentar propriedades esquistossomicidas, serem capazes de estimular o sistema 

imune a agir contra diversas formas evolutivas do parasito, como por exemplo, a 

produção e liberação de espécies reativas de oxigênio no local da infecção, tóxico 

para diferentes formas evolutivas do verme. 

 

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO NA ESQUISTOSSOMOSE 

 

O estresse oxidativo ocorre em decorrência do desequilíbrio entre a produção 

de espécies reativas de oxigênio e a sua remoção através de sistemas antioxidantes 

(NITURE; KHATRI; JAISWAL, 2014). As espécies reativas de oxigênio (ROS) são 

radicais livres e metabólitos reativos que contém moléculas de oxigênio com elétrons 

que não foram pareados, como por exemplo, moléculas únicas de oxigênio (1O2), 

radicais livres de oxigênio (O2
., .OH, HO.) e peroxidases (H2O2 .ROOH) e oxido 

nítrico (NO) (CHEN et al., 2015). 

O excesso de ROS é prejudicial e afeta o metabolismo e estrutura das células, 

podendo causar morte celular e desequilíbrio entre agentes pró- e antioxidantes, 

resultando no envelhecimento e em inúmeras doenças, dentre elas, as disfunções 

vasculares (CHEN et al., 2015). No entanto, sistemas antioxidantes são capazes de 

eliminar o excesso de ROS, desenvolvendo um papel importante no equilíbrio redox, 

prevenindo o dano oxidativo.  

Uma das vias mais importantes para manter esse equilíbrio e combater os 

ROS, através de sua capacidade de aumentar a expressão de genes antioxidantes, 

é a via do fator 2 relacionado ao fator nuclear E2 (Nrf2) (ALMEER et al., 2018). O 

Nrf2 é um fator de transcrição com alta sensibilidade ao estresse oxidativo. O Nrf2 

está localizado no citoesqueleto, adjacente à proteína 1 associada Keap1. Em 

condições de estresse oxidativo, o Nrf2 se dissocia do Keap1 e se transloca para o 

núcleo, resultando em sua ligação ao elemento de resposta antioxidante (ARE) e na 

transcrição de genes que codificam elementos antioxidantes, enzimas 

desintoxicantes, proteínas antiapoptóticas e proteassomas (Figura 3) (NITURE; 

KHATRI; JAISWAL, 2014). 
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Figura 3. Visão geral da via do Keap1-Nrf2-ARE. O estresse oxidativo faz com que o Nrf2 
se dissocie do Keap1 e se transloque para o núcleo e se liga ao ARE para induzir a 
expressão de genes antioxidantes. Figura adaptada (BELLEZZA et al., 2018) 

 

A via Keap1-Nrf2-ARE regula a expressão de NADPH, NAD(P)H quinona 

oxidorredutase, Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase (GSR), catalase 

(CAT), Superóxido Dismutase 1 (SOD1), Heme-oxigenase-1 (HMOX-1) e 

Tioredoxina Redutase (TRX), Todas essas moléculas envolvidas em respostas 

frentes a ROS, sendo responsáveis por detoxificar, convertendo ROS em produtos 

menos danosos à célula. (AL-SAWAF et al., 2015; CHEN et al., 2015; AHMED et al., 

2017). 

A molécula SOD1 é capaz de transformar superóxido, espécie altamente 

deletéria, em uma forma menos agressiva à célula, o peróxido de hidrogênio 

(TSANG et al., 2014). O GPx e a CAT são responsáveis pela conversão do peróxido 

de hidrogênio em água e oxigênio. A GSR não age diretamente na remoção de 

ROS, mas é responsável pela regeneração da glutationa à sua forma reduzida 

(GSH) na presença de NADPH, tendo como objetivo impedir a paralisação do ciclo 

metabólico da glutationa, mantendo a homeostase redox (MKOJI; SMITH; 
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PRICHARD, 1988a; ROVER JUNIOR, 2001; LI et al., 2015). A H-MOX1 tem a 

função de catabolizar heme em biliverdina, monóxido de carbono (CO) e Fe (ferro) 

(GOZZELINO; JENEY; SOARES, 2010). A tiorredoxina redutase compõe o sistema 

da Tiorredoxina juntamente com o NADPH e a tiorredoxina e tem como principal 

função a redução da tiorredoxina, mantendo o ambiente celular reduzido a fim de 

impedir o estresse oxidativo. O sistema Trx tem mostrado papel importante também 

no reparo de DNA e proteínas (LU; HOLMGREN, 2014).  

Especificamente durante a infecção pelo S. mansoni, ocorre a produção de 

ROS por parte dos eosinófilos formando um ambiente desfavorável a fim de destruir 

os vermes adultos (LOVERDE; CARVALHO-QUEIROZ; COOK, 2004). Após a 

infecção ocorre a produção de ânion superóxido pela NADPH oxidase associada à 

membrana de fagócitos ativados. A enzima SOD, pela dismutação do ânion 

superóxido, dá origem ao peróxido de hidrogênio (H202) o qual é utilizado pela 

peroxidase eosinofilica (EPO) para oxidar halogenetos (I-, Br-) (ABDALLAHI et al., 

1999; GHARIB et al., 1999).  

O S. mansoni é um verme muito bem adaptado ao seu hospedeiro, sendo a 

susceptibilidade à morte por estresse oxidativo dependente do estágio do ciclo de 

vida do parasita. Enquanto os esquistossômulos apresentam maior susceptibilidade, 

os vermes adultos apresentam resistência à morte por ROS (MKOJI; SMITH; 

PRICHARD, 1988a). Para garantir a sua sobrevivência no ambiente intravascular, o 

verme adulto possui um sistema antioxidante composto por enzimas que reduzem a 

atividade de espécies reativas de oxigênio (MKOJI; SMITH; PRICHARD, 1988b). 

Essas enzimas também são secretadas por diversas células do hospedeiro, dentre 

elas destacam-se as células endoteliais, as quais apresentam íntimo contato com os 

vermes adultos durante a infecção. 

 

1.5 CÉLULAS ENDOTELIAIS NA ESQUISTOSSOMOSE 

 

As células endoteliais compõem uma parte constitutiva do coração e das 

paredes dos vasos sanguíneos. Essas células formam um elo importante com o 

sistema imunológico (STURTZEL, 2017). No contexto da esquistossomose, as 

células endoteliais merecem especial atenção, uma vez que os vermes adultos ficam 

localizados e realizam ovoposição no lúmen vascular, em contato íntimo com essas 

células. Um bom modelo experimental para estudar a participação das células 
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endoteliais na patogênese de diversas doenças é o uso de células endoteliais da 

veia umbilical humana (HUVECs) (PARK et al., 2006; LOPES et al., 2014). 

As células endoteliais desempenham uma variedade de papéis importantes no 

controle da função vascular. São fundamentais para a homeostase vascular e para 

regular eventos fisiológicos ou patológicos tais como, trombose, angiogênese e 

eventos inflamatórios relacionados com permeabilidade dos vasos, rolamento e 

adesão de leucócitos ao endotélio (SHIREMAN; PEARCE, 1996; MICHIELS, 2003; 

POBER; SESSA, 2007). 

Várias doenças cardiovasculares têm como início a disfunção endotelial em 

consequência do estresse oxidativo presente no ambiente vascular. A via do Nrf2 

desempenha um papel crucial na proteção de células endoteliais contra os danos 

causados por ROS. A via do Nrf2 é uma das mais estudadas em células endoteliais 

e há evidências de que essa via é um dos mecanismos homeostáticos endógenos 

importantes para a proteção do endotélio no contexto de disfunção endotelial (CHEN 

et al., 2015). 

Na esquistossomose, alguns estudos mostram a interação dessas células 

diretamente com ovos depositados pelas fêmeas de S. mansoni in vitro, ou que ovos 

podem se ligar a plaquetas ou a proteínas plasmáticas do hospedeiro, como, o fator 

de von-Willebrand que podem auxiliar na ligação ao endotélio e ativação de células 

endoteliais (FILE, 1995; WU et al., 2007; DEWALICK et al., 2014). Além disso, ovos 

e antígenos de ovos são capazes de induzir a proliferação de células endoteliais in 

vitro (FREEDMAN; OTTESEN, 1988). A interação do ovo com as células endoteliais 

está envolvida também na formação granuloma (SCHWARTZ; FALLON, 2018), 

induzindo a angiogênese durante o desenvolvimento de granuloma hepático 

(BAPTISTA; ANDRADE, 2005; LEMOS; ANDRADE, 2010). Apesar de haver uma 

boa quantidade de estudos mostrando a participação das células endoteliais na 

esquistossomose, a maior parte deles foca a interação dessas células 

especificamente com o ovo, e não em sua relação com o verme adulto.  

Durante a infecção pelo Schistosoma mansoni pode haver um desequilíbrio dos 

fatores oxidativos por diversos mecanismos, como a deposição de ovos, alterações 

no tônus vascular e intermediários imunológicos solúveis (DE OLIVEIRA et al., 

2013). Além disso, tem sido bem estabelecido que ocorre o estresse oxidativo pela 

produção de ROS na esquistossomose por células do sistema imunológico na 
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tentativa de destruição dos vermes (DE OLIVEIRA et al., 2013) e durante o processo 

granulomatoso no fígado  (ABDALLAHI et al., 1999; GHARIB et al., 1999). 

Desta forma, nossa hipótese é que as células endoteliais através da produção 

de substâncias antioxidantes relacionados a via Nrf2 frente ao estresse oxidativo 

possam favorecer a sobrevivência do verme adulto no meio intravascular.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O verme adulto do S. mansoni é bem adaptado ao hospedeiro humano. Até 

então, a hipótese sobre a capacidade de sobrevivência do verme era sustentada por 

diversos mecanismos, como, a evasão do sistema imune, capacidade de adesão de 

proteínas do hospedeiro, ou pela indução de uma resposta imune mais regulatória. 

Mais recentemente, tem sido estudada a capacidade do verme adulto regular a 

expressão de alguns genes relacionados aos mecanismos de desintoxicação, o que 

parece ser essencial para a proteção do verme contra o estresse oxidativo 

Considerando o habitat intravascular do verme adulto do Schistosoma 

mansoni, é de fundamental importância entender a participação das células 

endoteliais durante a infecção. Apesar da existência de investigações sobre a 

interação parasito-hospedeiro envolvendo células endoteliais, ainda não há estudos 

sobre a interação do verme adulto com o endotélio. Além disso, ainda não foi 

avaliada a expressão de genes antioxidantes por essas células durante a 

esquistossomose. Dessa forma, o conhecimento gerado com esse estudo pode 

contribuir com o entendimento da participação dessas células no balanço oxidativo e 

atuação das células endoteliais na proteção ou progressão da doença. 

Apesar de haver tratamento para a esquistossomose, e o Praziquantel 

apresentar considerável eficácia, deve-se levar em consideração o aspecto 

endêmico e a constante reexposição ao verme após o tratamento, o que requer 

tratamentos repetidos em indivíduos residentes em áreas endêmicas. Além disso, 

alguns estudos apontam para falha terapêutica do PZQ. Diante disso, o 

conhecimento gerado com esse estudo pode auxiliar na busca novos fármacos para 

o tratamento desta doença, como também a combinação de quimioterápicos com o 

intuito de aumentar a eficácia do tratamento, como também diminuir a dose, visando 

reduzir efeitos colaterais. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a expressão de genes antioxidantes em células HUVEC expostas a verme 

adulto do S. mansoni e sua capacidade de proteger o parasita da morte em meio 

com ROS.   

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar a expressão gênica de agentes antioxidantes em células HUVEC 

expostas ao verme adulto do S. mansoni; 

2. Avaliar a capacidade de sobrevivência do verme adulto do S. mansoni junto 

às células endoteliais após estresse oxidativo; 

 

 

 

Nota de Esclarecimento 

 

Por tratar-se de informação sensível em que o conhecimento obtido através da 

realização desse estudo pode gerar um produto ou proposta para a reformulação de 

fármaco, as informações referentes aos genes, enzimas e substratos avaliados 

serão apresentadas de forma codificada. 

Os genes dos agentes antioxidante avaliados nesse estudo serão 

representados da seguinte forma nesse documento: 

• Gene do agente antioxidante A – αOX-A 

• Gene do agente antioxidante B – αOX-B 

• Gene do agente antioxidante C – αOX-C 

• Gene do agente antioxidante D – αOX-D 

• Gene do agente antioxidante E – αOX-E 

A enzima codificada pelo gene αOX-E será representada como αOX-E. 

O substrato da enzima αOX-E será representado apenas como OX, por ser 

este o substrato também de outras enzimas avaliadas nesse estudo. 
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4 METODOLOGIA  

 

4.1 MANUTENÇÃO DO CICLO DO S. MANSONI 

 

A manutenção do ciclo do S. mansoni no moluscário do Instituto Gonçalo Moniz 

(IGM) é gerenciada pela equipe do Laboratório de Patologia Experimental (LAPEX), 

hoje coordenada pelo pesquisador Dr. Ricardo Riccio Oliveira (Protocolo CEUA 

010/2019). Para a manutenção do ciclo do S. mansoni, além de um biotério com 

disponibilidade de roedores susceptíveis, é necessário também um moluscário onde 

são mantidos caramujos do gênero Biomphalaria, hospedeiro intermediário do S. 

mansoni. 

No início do desenvolvimento desse projeto, o ciclo tinha sido interrompido, 

sendo então essa a primeira etapa antes da realização dos experimentos 

subsequentes. Inicialmente foi realizada a reorganização do espaço do moluscário e 

tentativas de obtenção de espécimes de parasito viáveis para a retomada do ciclo do 

Schistosoma, assim como viagens a campo para coletas de caramujos. Foi realizada 

coletas de caramujos no município de Salvador, junto com a equipe do Centro de 

Controle de Zoonoses (CCZ), e viagens à área endêmica, no município do Conde 

(SISGEN-AE75ADF), em busca de caramujos infectados, ambas tentativas sem 

sucesso. Assim, foi iniciada uma colaboração com o Instituto René Rachou (Fiocruz, 

MG), que cederam gentilmente fígados de hamsters contendo ovos viáveis do S. 

mansoni e 300 caramujos susceptíveis, livres de infecção, para a retomada do ciclo 

no IGM. No moluscário do IGM, metade dos caramujos foi destinada a reprodução e 

a outra metade para infecção pelo S. mansoni.  

Os fígados de hamsters recebidos foram triturados em liquidificador com 

solução salina 0,9%, em seguida, foi filtrado com auxílio de gaze dobrada e 

transferido para um cálice opaco de 1L. Após a transferência, completou-se o 

volume para 1L com solução salina 0,9% e o material foi mantido em repouso por 30 

minutos para sedimentação. Em seguida, foi realizada uma lavagem com salina, e 

mais duas lavagens com água filtrada, com repouso de 20 minutos entre elas. Após 

a última lavagem, o sedimento foi transferido para um balão volumétrico opaco 

(translúcido na ponta), completado com água filtrada e expostos a luz artificial por 15 

minutos para induzir eclosão dos ovos e liberação dos miracídios. Após 15 minutos 

de exposição à luz, foi coletada a parte mais superficial da solução, onde estariam 
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concentrados os miracídios. A contagem de miracídios foi realizada em placas de 

vidro escavadas com auxílio de lugol. 

Para a infecção dos caramujos, 150 moluscos foram submetidos à infecção em 

massa. Para isso, foram divididos em 3 béqueres, e após a contagem, a solução 

contendo os miracídios foi igualmente distribuída em cada béquer, mantendo a 

proporção de 10 miracídios por caramujo. Em seguida, os caramujos foram expostos 

à luz por 4 horas, e então foram acondicionados em um aquário. 

Após 6 semanas de infecção, foi realizada a eliminação de cercárias. Os 

caramujos foram distribuídos em poços da placa de 12 poços contendo 2 ml de água 

filtrada, e expostos à luz por aproximadamente 1 hora. Em seguida, os caramujos 

foram devolvidos aos aquários e os poços foram examinados com o auxílio de uma 

lupa. A solução contida nos poços, positivas para a presença de cercárias foram 

transferidas para um recipiente. Em seguida, a fim de concentrar as cercárias, 

utilizando o fototropismo característico, a solução contendo as cercárias foi 

transferida para uma proveta opaca com a parte superior exposta à luz por 

aproximadamente 15 minutos. Decorrido o tempo, foi coletada a parte mais 

superficial da solução, onde concentrava-se a maior parte das cercárias. Então, foi 

realizada a contagem de cercárias, seguindo o mesmo procedimento para contagem 

de miracídios. Para dar continuidade ao ciclo, foram utilizadas fêmeas de 

camundongos Swiss Webster, pesando entre 18 a 30g. A infecção foi realizada com 

uma injeção subcutânea contendo 100 cercárias. 

 

4.2 OBTENÇÃO DE VERMES ADULTOS 

 

Após 6 a 8 semanas de infecção, os camundongos foram eutanasiados por uso 

de dose letal do anestésico Thiopental, cedido pelo biotério do IGM, na 

concentração de 833 mg/kg administrado intraperitonealmente. Os vermes adultos 

do S. mansoni foram obtidos a partir do processo de perfusão pelo sistema porta 

com solução salina 0,9% com 3% de citrato de sódio (PELLEGRINO, 1956; 

SMITHERS; TERRY, 1965). 

Para isso, foi realizada uma incisão no abdome do camundongo, cortando 

assim a pele, peritônio e caixa torácica, expondo as vísceras e o coração. Durante a 

perfusão os camundongos ficaram suspensos sobre uma placa de petri e o processo 

se deu pela exposição da veia porta com uma pinça e o rompimento dela, realizada 
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perfusão do coração aplicando no ventrículo a solução salina. Após isso, os vermes 

que ficaram depositados na placa de petri foram transferidos para outra placa 

contendo meio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies Australia Pty Ltd, Mulgrave, 

VIC, Australia). 

Em seguida, foi realizada nova passagem dos vermes para outra placa de 

RPMI, e então, os vermes foram transferidos para placa de 96 poços de fundo chato, 

e foram avaliados utilizando um microscópio invertido e classificados quanto à 

viabilidade e ao sexo, sendo selecionados para os experimentos subsequentes 

apenas vermes viáveis, de ambos os sexos. 

 

4.3 MANUTENÇÃO DA CULTURA DE CÉLULAS HUVEC 

 

As células HUVEC de linhagem imortalizada foram cedidas pela pesquisadora 

Dra. Marilda Gonçalves, do Laboratório de Investigação em Genética e Hematologia 

Translacional (LIGHT) do IGM. 

As células foram obtidas congeladas, na concentração de 1x106 células/ml em 

solução de congelamento DMSO (10%) e Soro Fetal Bovino (40%) e meio RPMI 

(50%). O criotubo contendo as células foi descongelado com auxílio de água 

destilada aquecida a 37ºC, até que restasse um mínimo da fase sólida, e levado 

para o fluxo laminar, onde o conteúdo foi transferido para tubo cônico de 15ml 

contendo meio RPMI preparado com 1% de PenStrep (10.000U/ml de penicilina e 

10.000µg/ml de estreptomicina; Gibco, Nova York, NY, USA). Em seguida, o tubo foi 

centrifugado a 800 rpm por 4 minutos a 21ºC, e o pellet de células foi ressuspendido 

em 1ml de soro fetal bovino (Gibco, Nova York, NY, USA), e transferido para uma 

garrafa de cultura contendo meio RPMI 1640, preparado com 1% de PenStrep, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de Glutamina e Hepes (GH). As 

garrafas foram mantidas em estufa úmida a 37ºC, em atmosfera de 5% de CO2, e o 

meio de cultura foi trocado a cada três dias. 

Quando as células já tinham atingido confluência, foi realizado o processo de 

expansão. Resumidamente, a garrafa foi lavada três vezes consecutivas, com 

tampão PBS 1X (estéril e em temperatura ambiente). Após a realização da última 

lavagem, foi adicionado 1ml de tripsina 0,25% EDTA 1X (Gibco, Nova York, NY, 

USA), seguido de incubação durante 5 minutos a 37ºC em estufa com 5% de CO2. 

Após este período, o dobro do volume de meio suplementado foi adicionado para 
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inativar a tripsina. Em seguida, todo o conteúdo foi transferido para o tubo cônico 

contendo 7ml de PBS 1X e centrifugado a 800 rpm por 4 minutos a 21ºC. O pellet 

das células foi ressuspendido em meio RPMI completo e as células foram então 

redistribuídas em até 4 garrafas novas para a manutenção da cultura (Figura 4). 

Para a realização dos ensaios, as células foram utilizadas entre a 3ª e 5ª expansão. 

 

 

Figura 4. Esquema das etapas de manutenção de HUVEC. 

 

As células previamente cultivadas em garrafas foram removidas utilizando 1ml 

de tripsina 0,25% EDTA 1X (Gibco, Nova York, NY, USA). A tripsina foi inativada 

utilizando o meio RPMI completo e a suspensão de células foi coletada e transferida 

para um tubo cônico de 15ml contendo 7ml de PBS 1X e centrifugadas a 800 rpm 

por 4 minutos a 21ºC. Após a centrifugação o sobrenadante foi descartado e o pellet 

de células ressuspendido em 1ml de RPMI suplementado, seguido de contagem de 

células em câmara de Neubauer. A contagem foi realizada usando azul de Tripan 

0,2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para excluir da contagem as células não 

viáveis. As células foram então redistribuídas para os poços da placa de fundo chato 

de 12 poços na concentração de 1x105 células/ml com 800µL de meio RPMI 

completo, e foram acondicionadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2, até que as 

células aderissem e a placa apresentasse confluência de 80% nos poços (Figura 5). 

Após 24 horas de cultivo, os desafios foram adicionados. 
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Figura 5. Esquema das etapas do plaqueamento de HUVEC.  

 

4.4 DESAFIO DE CÉLULAS HUVEC 

 

Os experimentos foram realizados em 5 condições diferentes. A primeira 

condição foi uma cultura apenas com HUVEC, utilizada como controle negativo. Na 

segunda condição, células HUVEC foram desafiadas com um casal de vermes 

adultos. A terceira condição foi a adição de 5,15 µM de Praziquantel (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA) (PICA-MATTOCCIA; CIOLI, 2004) diretamente sobre as células 

HUVEC. A quarta condição foi a cultura de HUVEC com o casal de verme adulto na 

presença de Praziquantel. A quinta condição foi a cultura de HUVEC desafiada com 

LPS, como controle positivo. Todas essas condições foram realizadas em poços da 

placa de 12 poços, em triplicata, sendo repetido cada experimento pelo menos por 

três vezes (Figura 6).  

Cada uma dessas condições foi mantida em cultura por diferentes tempos, a 

saber: 1h, 3h, 6h e 24h. Em todos esses pontos foi coletado o sobrenadante. E para 

o qPCR, o RNA foi extraído nos tempos de 1h, 3h e 6h. 
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Figura 6. Esquema de placas utilizado para a realização dos experimentos para a extração 
de qPCR. 

 

4.5 EXPRESSÃO DE GENES ANTIOXIDANTES POR PCR EM TEMPO REAL 

 

Para a avaliação do estresse oxidativo foi extraído mRNA utilizando reagente Trizol 

(Life Technologies TM, Carlsbad, CA, EUA). Após o tempo de cultura, foi realizada a 

retirada do sobrenadante e armazenado em freezer -20°C. Em seguida, foi 

adicionado aos poços da placa 500µl de Trizol, e o conteúdo de cada poço foi 

transferido para um microtubo identificado e armazenado no freezer -80°C. No dia 

da extração, após o descongelamento, foi adicionado a cada tubo, 100µl de 

Clorofórmio e os tubos foram homogeneizados por inversão 10 vezes e foram 

deixados em repouso durante 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, os 

tubos foram levados para a microcentrífuga por 15 minutos a 12.000 RPM a 4°C. 

Após isso, o sobrenadante foi coletado e transferido para outro tubo identificado, 

cada tubo foi então homogeneizado por inversão. Em seguida, os tubos foram então 

levados ao freezer -80°C por no mínimo uma hora. Decorrido o tempo, as amostras 

foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 RPM a 4°C. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e então foi adicionado a cada tubo 500µl de etanol 

70%. As amostras foram novamente centrifugadas por 5 minutos a 7.500 RPM a 

4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o tubo foi deixado invertido por 

aproximadamente 10 minutos até que secar o pellet. Então, o pellet foi 

ressuspendido em 20µl de água ultrapura e as amostras foram armazenadas em 

freezer -80°C.A quantidade e a pureza do RNA extraído foram examinadas pelo 

NanoDrop.  
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A síntese de DNA complementar (cDNA) foi realizada com 250 ng de RNA total 

usando o Kit de Transcrição Reversa de cDNA de Alta Capacidade (Applied 

Biosystems TM, Foster City, CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. 

As condições utilizadas foram 25° C por 10 minutos, 37° C durante 120 minutos, 85° 

C durante 5 minutos, finalizando com 4°C. O cDNA obtido foi ressuspendido em 

água livre de RNAse, aliquotado e estocado em freezer a -20º C.   

A análise da expressão gênica foi avaliada por meio de PCR em tempo real 

(qPCR) em placas óticas de 96 poços, com duplicatas para as amostras, em um 

equipamento de PCR em Tempo Real ABI 7500 (Applied Biosystems TM, Foster 

City, CA, EUA) para genes antioxidantes avaliados nesse estudo e o gene endógeno 

HPRT, com a utilização do reagente SYBR-Green PCR Master MIX (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo com as instruções do fabricante. 

As condições padrão de qPCR foram as seguintes: 10 min a 95° C, seguido por 

40 ciclos a 95° C por 15 s e 60° C por 60 s. Após a amplificação e curva de 

dissociação, os valores do ciclo limiar (Ct) foram obtidos com o auxílio do programa 

operacional do sistema 7500™ (Applied Biosystems, EUA). Os níveis de expressão 

foram normalizados com o controle endógeno, o gene, HPRT, e os valores de 

expressão relativa ddCt, foram calculados utilizando como amostra calibradora a 

mediana dos controles não-tratados. 

 

4.6 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE DE SOBREVIVÊNCIA DOS VERMES 

ADULTOS DE S. MANSONI 

 

Para os ensaios utilizando o PZQ foi realizado um teste para a determinação 

da DL50. Um casal de vermes adultos foi desafiado com diferentes concentrações 

do PZQ (1,287µM, 2,575µM, 5,15µM, 10,3µM) e colocado na estufa a 37ºC e 5% de 

CO2 por 24h. Após o tempo de incubação, os casais foram observados com o auxílio 

de um microscópio invertido para avaliação de viabilidade. Esse experimento foi 

realizado em quadruplicata, sendo repetido por duas vezes. Os critérios utilizados 

foram a motilidade e integridade do tegumento, sendo classificados em scores que 

variaram de 0 a 3 (LOMBARDO et al., 2019). O score 0 significa morte e foi 

determinado quando o tegumento estava completamente enegrecido e os vermes 

com ausência de motilidade. O score 1 foi determinado quando o tegumento estava 

enegrecido, mas os vermes apresentavam baixa motilidade e comprometimento de 
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ventosa oral e ventral, geralmente apresentam-se destacados do fundo do poço. O 

score 2 determinava tegumento pouco íntegro e alguma motilidade. O score 3 

determinavam vermes totalmente viáveis, com tegumento íntegro e bastante 

motilidade. A presença de ovos nos poços também é um sinal de boa viabilidade 

(Tabela 1). A determinação dos scores foi feita por 2 observadores de forma 

independente, e quando havia discordância era realizada uma nova observação até 

chegar a um consenso. Foi determinada a concentração de 5,15µM de PZQ como a 

DL50. 

Foi avaliada também a capacidade de sobrevivência dos vermes adultos após 

exposição a estresse oxidativo em três modelos. O primeiro modelo foi a cultura de 

um casal de verme adulto do S. mansoni, sem a presença de HUVEC, em meio 

RPMI suplementado com a adição de 5 diferentes concentrações do agente oxidante 

OX (100µM, 200µM, 400µM, 800µM e 1600µM). O segundo modelo utilizado foi a 

cultura de células HUVEC com um casal de verme e diferentes concentrações de 

OX (100µM, 200µM, 400µM, 800µM e 1600µM). O terceiro modelo foi a cultura de 

um casal de vermes em meio RPMI suplementado com a adição das 5 diferentes 

concentrações de OX e a adição do agente antioxidante αOX-E. Todos os modelos 

testados foram incubados em uma estufa a 37ºC e 5% de CO2 por 24h e foram 

realizados em quadruplicata sendo o experimento repetido por duas vezes.  

Após a incubação, os vermes foram avaliados quanto ao score utilizando os 

mesmos critérios do ensaio com o PZQ. 

 

Tabela 1. Descrição do estado de sobrevivência dos vermes por score. 

Score Descrição 

0 
Vermes mortos, apresentando tegumento escurecidos e a motilidade 
das ventosas ventral e oral está ausente. 

1 
Vermes apresentando tegumento enegrecido, mas apresentavam  
baixa motilidade e comprometimento de ventosa oral e ventral. 

2 Vermes apresentando tegumento pouco íntegro e alguma motilidade. 

3 

Vermes que apresentam motilidade, sem alterações na morfologia, 
transparência e tegumento intacto, ventosas ventral e oral ativas. A 
presença de ovos nos poços também é considerada bom critério para 
viabilidade. 
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Figura 7. Representação dos scores de viabilidade dos vermes.  
A. Vermes classificado com score de viabilidade 0 apresentando tegumento enegrecido e 

ausência de motilidade. B. Vermes classificados com score 1 apresentando 

comprometimento de ventosa oral e ventral, tegumento enegrecido e baixa motilidade. C. 

Verme classificado como score 2 apresentando tegumento prejudicado, mas com alguma 

motilidade e ventosa oral ativa. D. Casal de vermes classificados com score 3 apresentando 

boa motilidade, ventosas ativas e presença de ovo no poço (circulado). 

 

4.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (HUVEC) 

  

A resazurina tem sido amplamente utilizada como indicador de viabilidade 

celular. A viabilidade celular determinada pela resazurina configura um ensaio 

metabólico, pois envolve a atividade de enzimas mitocondriais, como a NADH 

desidrogenase, e são provavelmente responsáveis pela transferência de elétrons de 

NADH para a resazurina, reduzindo então a resorufina. Essa reação sofre uma 

mudança na coloração do composto de azul para rosa (BORRA et al., 2009). 

Foi realizado um ensaio utilizando o sal de resazurina de sódio (Sigma-Aldrich, 

San Louis, MO, EUA) para avaliar a viabilidade das células HUVEC após o desafio 

com o agente oxidante OX nas diferentes concentrações utilizadas nos 

experimentos, com o agente antioxidante αOX-E e com o PZQ.  

Para os ensaios de viabilidade, foram utilizadas 2x104 células/poço em placa 

de 96 poços de fundo chato. Após o plaqueamento, as células foram mantidas em 

estufa até atingirem confluência de pelo menos 80%. Após isso, foram adicionados 
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os desafios, em triplicata. Em seguida a placa foi acondicionada em estufa a 37ºC e 

5% de CO2 por 24h. O sobrenadante de cultura foi então cuidadosamente removido 

e as células foram lavadas duas vezes com PBS 1X. A lavagem foi realizada com 

cautela a fim de manter as células aderidas. Por fim foi acrescentada a cada poço 

200 µl de resazurina 1x. Células não desafiadas foram utilizadas como controle 

positivo de viabilidade. Como controle de morte foram utilizados poços somente com 

a resazurina, enquanto poços contendo apenas o meio RPMI foram utilizados como 

o branco da reação. 

Após a adição da resazurina, a placa foi transferida para estufa umidificada (37 

°C, 5% de CO2) e a mudança de coloração de azul ciano para rosa foi monitorada a 

cada hora. Aproximadamente 4h após a adição da resazurina, a conversão estava 

próxima aos 100% e a reação foi parada. A leitura foi realizada utilizando leitor de 

microplacas de 96 poços em comprimentos de onda de 570 e 600 nm. 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para as reações de PCR, a comparação dos resultados obtidos para cada 

gene entre os grupos foi realizada pelo teste ANOVA e foi realizado o pós-teste de 

Dunns. Os dados definidos matematicamente como “outliers” foram excluídos. Os 

resultados foram representados em mediana e desvio interquartílico (IQR), assim 

representado [mediana (IQR)]. Para a análise da capacidade de sobrevivência dos 

vermes adultos de S. mansoni, a comparação entre os grupos foi realizada pelo 

teste exato de Fisher. Para a análise das curvas de sobrevivência entre os grupos foi 

utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox). Foi considerada diferença significativa 

valores de p < 0,05. A análise estatística foi realizada com o programa Graph Pad 

Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA).  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 EXPRESSÃO DE GENES ANTIOXIDANTES EM CÉLULAS HUVEC 

DESAFIADAS COM VERME ADULTO DO S. MANSONI E APÓS TRATAMENTO 

COM O PRAZIQUANTEL  

 

O Schistosoma mansoni é um parasita intravascular mantendo contato íntimo 

com células endoteliais durante todas as fases de seu ciclo no hospedeiro humano. 

Além disso, o verme adulto do S. mansoni pode viver longos períodos no ambiente 

vascular, mostrando ser bem adaptado ao hospedeiro humano. Dessa forma, é 

importante entender o papel das células endoteliais durante a esquistossomose, 

bem como fatores que possam promover a sobrevivência dos vermes. A ação de 

radicais livres de oxigênio é um mecanismo importante de defesa contra o verme. 

Nesse trabalho foi avaliada, a expressão de cinco genes relacionados a resposta 

antioxidante em células HUVEC na presença do verme adulto e após o tratamento 

com o Praziquantel, nos tempos de 1, 3 e 6 horas. Por se tratar de resultados que 

podem gerar patente, os genes antioxidantes avaliados aqui serão apresentados de 

forma mascarada, com as seguintes denominações: αOX-A, αOX-B, αOX-C, αOX-D 

e αOX-E. 

A expressão relativa de mRNA de αOX-A em HUVEC desafiadas com um casal 

de vermes adultos não variou ao longo dos três tempos de cultura (1, 3 e 6 horas). 

Da mesma forma, quando foi adicionado Praziquantel à cultura contendo o verme e 

HUVEC também não houve variação na sua expressão. Entretanto, ao expor 

HUVEC apenas a Praziquantel, foi observado aumento significativo na expressão 

relativa de αOX-A entre a cultura desafiada por 1 [(0,6 (0,527)] e 6 horas [1,519 

(0,539); p<0,05] (Figura 8).  

Da mesma forma, a expressão de mRNA de αOX-B não variou ao longo do dos 

três tempos de cultura (1, 3 e 6 horas) de HUVEC expostas ao casal de vermes 

adultos e ao casal de vermes tratados com o Praziquantel. Foi observado um 

aumento significativo na expressão relativa de mRNA de αOX-B quando as células 

HUVEC foram expostas ao PZQ entre as culturas de 1 [0,514 (0,224)] e 6 horas 

[1,571 (2,878); p<0,05] (Figura 9).  
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Figura 8. Análise da expressão relativa de mRNA para o gene αOX-A em HUVEC. 
Culturas de 1, 3 e 6 horas de HUVEC em contato com um casal de verme adulto do S. 
mansoni, um casal após tratamento com PZQ, células desafiadas com o PZQ e LPS. 
Diferenças estatísticas entre os desafios foram calculadas utilizando ANOVA. *p<0,05 
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Figura 9. Análise da expressão relativa de mRNA para o gene αOX-B em HUVEC. 
Culturas de 1, 3 e 6 horas de HUVEC em contato com um casal de verme adulto do S. 
mansoni, um casal após tratamento com PZQ, células desafiadas com o PZQ e LPS. 
Diferenças estatísticas entre os desafios foram calculadas utilizando ANOVA. *p<0,05 

 
A expressão de mRNA de αOX-C em HUVEC desafiadas com um casal de 

vermes adultos mostrou uma diminuição significativa entre 1 e 3 horas de cultura 

[1,181 (0,539); 0,883 (0,3348); p<0,05], seguida de um aumento na expressão 

relativa no tempo de 6 horas [1,268 (0,382); p<0,05]. Entretanto o mesmo não é 
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observado nas culturas de HUVEC desafiadas com o casal de vermes adultos 

expostas a Praziquantel e com HUVEC expostas apenas a Praziquantel (Figura 10). 

A expressão relativa de mRNA de αOX-D em células HUVEC não variou ao 

longo dos três tempos de cultura (1, 3 e 6 horas) em nenhuma das condições 

(Figura 11). 
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Figura 10. Análise da expressão relativa de mRNA para o gene αOx-C em HUVEC. 
Culturas de 1, 3 e 6 horas de HUVEC em contato com um casal de verme adulto do S. 
mansoni, um casal após tratamento com PZQ, células desafiadas com o PZQ e LPS. 
Diferenças estatísticas entre os desafios foram calculadas utilizando ANOVA. *p<0,05 
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Figura 11. Análise da expressão relativa de mRNA para o gene αOX-D em HUVEC.  
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Culturas de 1, 3 e 6 horas de HUVEC em contato com um casal de verme adulto do S. 
mansoni, um casal após tratamento com PZQ, células desafiadas com o PZQ e LPS. 
Diferenças estatísticas entre os desafios foram calculadas utilizando ANOVA. *p<0,05 

 

A expressão relativa de mRNA de αOX-E em HUVEC desafiadas com um casal 

de vermes adultos de S. mansoni mostrou aumento significativo entre os tempos de 

1 [0,925 (0,590)] e 6 horas [1,547 (0,718); p<0,05]. A expressão relativa de mRNA 

de αOx-E em HUVEC desafiadas com um casal de vermes adultos tratados com 

Praziquantel não variou ao longo dos três tempos de cultura (1, 3 e 6 horas). Da 

mesma forma, quando foi adicionado Praziquantel à cultura de HUVEC também não 

houve variação na sua expressão (Figura 12). 
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Figura 12. Análise da expressão relativa de mRNA para o gene αOX-E em HUVEC. 
Culturas de 1, 3 e 6 horas de HUVEC em contato com um casal de verme adulto do S. 
mansoni, um casal após tratamento com PZQ, células desafiadas com o PZQ e LPS. 
Diferenças estatísticas entre os desafios foram calculadas utilizando ANOVA. *p<0,05 

 

5.2 SOBREVIVÊNCIA DE VERMES ADULTOS DE S. MANSONI APÓS 

EXPOSIÇÃO AO ESTRESSE OXIDATIVO  

 

Os vermes adultos do S. mansoni possuem um sistema antioxidante que 

favorecem sua sobrevivência frente ao estresse oxidativo. Dessa maneira, foi 

avaliada a capacidade de sobrevivência dos vermes adultos após exposição a um 

agente oxidante, chamado a partir desse momento de OX. O agente OX foi 
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escolhido por ser este um substrato da enzima codifica pelo gene αOX-E, além de 

ser substrato também de enzimas codificadas por outros genes avaliados nesse 

estudo. 

A avaliação da sobrevivência do verme adulto na presença de OX foi realizada 

a avaliação em dois modelos. O primeiro modelo foi a cultura de verme em meio 

RPMI suplementado com a adição de 5 diferentes concentrações de OX. O segundo 

modelo consistiu na exposição de HUVEC a um casal de vermes desafiados com 

diferentes concentrações de OX. Após 24 horas de cultura foi determinado o score 

de viabilidade dos vermes em cada um dos modelos. 

A distribuição dos scores de viabilidade foi diferente entre as culturas com 

diferentes concentrações de OX. A morte do verme (score 0) só é observada em 

culturas com concentração de OX a partir de 400µM. Há um aumento progressivo na 

frequência do score 0 nas concentrações de OX mais altas, sendo 56,3% de score 0 

observado na concentração de 400µM, 75% em 800µM de OX, e chegando a 100% 

de morte dos vermes na concentração de OX de 1.600µM (Figura 13A). Quando os 

vermes são cultivados juntamente com as HUVEC em diferentes concentrações de 

OX encontramos resultados diferentes na sobrevivência dos vermes. É possível 

observar que o score 3, que representa total integridade e motilidade e 

consequentemente melhor condição de viabilidade, aparece até mesmo em 

concentrações mais altas de OX. A concentração de 400µM apresenta 50% de 

vermes com score 3, enquanto que 33,3% em 800µM e 22,2% na concentração de 

1.600µM de OX. Por outro lado, quando os vermes são desafiados com 800µM não 

foi observada nenhuma morte (score 0), já na concentração de 1.600µM  61,1% dos 

vermes estavam mortos (Figura 13B).  
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Figura 13. Análise da frequência dos scores de viabilidade de vermes de S. mansoni 
desafiados com OX. 
A. Vermes adultos de S. mansoni desafiados com OX. B. Vermes adultos de S. mansoni 
cultivados com células HUVEC e desafiados com OX. 

 
Avaliamos também a frequência de sobrevivência entre os modelos, e para 

isso, foram considerados vermes vivos aqueles que foram classificados com score 

1,2 e 3, e os vermes não-vivos aqueles que apresentaram score 0. Quando 

comparamos a frequência de sobrevivência entre os modelos, foi possível observar 

que nas concentrações de 400µM e 800µM há um aumento significativo na 

frequência de sobrevivência quando os vermes são cultivados com OX e células 

HUVEC em comparação à cultura apenas dos vermes com OX, na ausência de 

HUVEC (Figura 14). 
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Figura 14. Análise da frequência de sobrevivência dos vermes de S. mansoni desafiados 
com OX e de vermes cultivados com células HUVEC expostos a OX. 
Diferenças estatísticas entre os desafios foram calculadas utilizando o teste exato de Fisher. 
*p<0,05. 

 

5.3 PROTEÇÃO DO VERME MEDIADA POR CÉLULAS HUVEC OU ΑOX-E 

  

Na tentativa de avaliar se o agente antioxidante αOX-E é capaz de anular os 

efeitos danosos ao verme provocados pelo OX, de forma semelhante ao observado 

nas culturas com HUVEC, foi proposta uma curva de sobrevivência dos vermes em 

três modelos diferentes. O primeiro modelo consiste em vermes adultos do S. 

mansoni desafiados com diferentes concentrações de OX, o segundo modelo 

apresenta vermes desafiados com OX com a adição de 400 unidades de αOX-E e o 

terceiro modelo mostra a curva de sobrevivência dos vermes que foram cultivados 

juntamente com células HUVEC e desafiados com OX. 

É possível observar que o primeiro modelo mostra redução na sobrevivência a 

partir de 400µM de OX, enquanto que com os vermes cultivados com as células 

HUVEC só morreram na concentração mais alta de OX (1.600µM). Quando os 

vermes foram desafiados com OX na presença de αOX-E foi observada uma curva 

de sobrevivência semelhante à cultura com HUVEC, sendo observados vermes 

vivos até mesmo em concentrações de OX mais altas. Isso sugere que a αOX-E 

neutralizou o estresse oxidativo mediado pelo OX. O PZQ (5,15µM) foi utilizado 

como controle positivo e apresentou 100% de morte. 

Vermes adultos cultivados com células HUVEC, mesmo após a adição de até 

800µM de OX se comportam semelhante aos vermes cultivados com αOX-E e OX. A 
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diferença entre as curvas de sobrevivência foi estatisticamente significante 

(p<0,0001).  
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Figura 15. Curva de sobrevivência dos vermes de S. mansoni desafiados com OX, de 
vermes adultos expostos a OX e adição da αOX-E e de vermes cultivados com células 
HUVEC expostos com OX. 
Diferenças estatísticas entre os desafios foram calculadas utilizando o teste de Log-rank 
(Mantel-Cox). *p<0,05 
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6 DISCUSSÃO 

 

Nesse trabalho demonstramos que a expressão em HUVEC de cinco genes 

envolvidos no controle do estresse oxidativo podem sofrer influência de vermes 

adultos de S. mansoni ou do Praziquantel nas primeiras seis horas de exposição. Os 

genes αOX-A e αOX-B aumentaram significativamente sua expressão quando 

células HUVEC foram expostos apenas a Praziquantel, e aumentaram também, 

apesar de discretamente, quando estas células foram expostas a Praziquantel e 

vermes adultos. O gene αOX-C demonstrou uma variação na sua expressão quando 

HUVEC foram expostas a vermes adultos entre a primeira e terceira hora de cultura, 

retornando, entretanto, aos valores basais após seis horas da cultura. Enquanto que 

o αOX-D não sofreu qualquer influência da presença do verme ou do Praziquantel. 

Interessantemente, apenas o gene αOX-E apresentou aumento gradual e 

significativo durante as seis horas de cultura de HUVEC expostas a S. mansoni, 

sugerindo que os vermes adultos devem apresentar algum mecanismo de indução 

da expressão desse gene, provavelmente como mecanismo de proteção e escape 

do estresse oxidativo mediado por células do sistema imune. 

O estresse oxidativo participa da patogênese na esquistossomose, 

principalmente pela ativação de leucócitos em resposta à presença do parasita ou 

de seus produtos no fígado e em outros órgãos, como, baço e rins. Esses órgãos 

passam para um estado pró-oxidante pela atividade aumentada da peroxidase 

eosinofilica (EPO) e desequilíbrio nos mecanismos de defesa antioxidante 

(ABDALLAHI et al., 1999; GHARIB et al., 1999). Apesar de o estresse oxidativo ser 

prejudicial para os órgãos onde ocorre a patogênese, principalmente por conta da 

presença dos ovos, contribuindo significativamente para o dano tecidual, ela é 

fundamental para a tentativa de eliminação do verme adulto. Dessa forma, sistemas 

antioxidantes, enzimáticos ou não, são importantes tanto para o hospedeiro evitando 

assim dano hepático e nos outros tecidos, mas também parece promover uma 

proteção para o verme do S. mansoni.  

O verme adulto do S. mansoni é capaz de expressar uma série de enzimas 

com propriedades antioxidantes (MKOJI; SMITH; PRICHARD, 1988b), e nossos 

resultados sugerem que o verme adulto também seja capaz de induzir células 

endoteliais a expressarem a αOX-E. Isso pode ser encarado como uma forma de 
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proteção do verme adulto contra o estresse oxidativo, tornando o ambiente vascular 

mais propício à sua sobrevivência. 

Nesse estudo demonstramos que o agente oxidante OX apresenta boa 

capacidade esquistossomicida quando em cultura pura com vermes adultos, e que 

um de seus inibidores, a proteína αOX-E, é capaz de reverter totalmente esse efeito. 

Para nossa surpresa, a cultura de vermes adultos com HUVEC, na presença de OX, 

também demonstrou uma reversão do efeito esquistossomicida desse composto, 

apresentando uma curva de sobrevida semelhante à observada com seu inibidor. 

Assim, é possível que as células endoteliais estejam protegendo o verme adulto em 

seu habitat natural no hospedeiro humano, contribuindo assim para a manutenção e 

longevidade da infecção.  

Até então acreditava-se que a manutenção dos vermes adultos no lúmen 

vascular era mediada por mecanismos de evasão da resposta imune do hospedeiro 

como, a aquisição de antígenos hospedeiros ou o desenvolvimento de membranas 

resistentes ao ataque imune (DESSEIN et al., 1981), pela  participação de proteínas 

no tegumento do parasito (WILSON, 2012), ou pela indução de uma resposta imune 

do hospedeiro mais regulatória (COLLEY; SECOR, 2014). Mais recentemente tem 

sido demonstrada que a regulação de alguns genes relacionados aos mecanismos 

de desintoxicação é essencial para a proteção do verme contra o estresse oxidativo 

(AVELAR et al., 2019). 

Nossos resultados sugerem, de forma inédita, que além dos mecanismos de 

escape do próprio verme descritos anteriormente, as células endoteliais devem 

exercer um papel importante na sobrevivência do parasita nesse ambiente. Nesse 

sentido, o aumento da produção de ROS ou a diminuição do sistema antioxidante 

em vermes adultos tem sido considerado uma nova abordagem de tratamento (DE 

PAULA AGUIAR et al., 2016; ALMEER et al., 2018). Um estudo mostrando a 

associação entre a artemisinina com a hemina in vivo demonstrou um efeito nocivo 

nos esquistossômulos e vermes adultos através da inibição da capacidade 

antioxidante dos parasitas (EL-LAKKANY; SEIF EL-DIN, 2013). 

Nesse estudo mostramos que o Praziquantel é capaz de aumentar a 

expressão de genes com propriedades antioxidantes em células endoteliais. Isso 

mostra uma possibilidade de efeito benéfico do Praziquantel não apenas na morte 

do parasita, como também nos órgãos afetados pelos ovos do S. mansoni. O efeito 

antioxidante do Praziquantel pode atenuar a ação dos radicais livres, contribuindo 



47 
 

para proteger o tecido hepático contra danos oxidativos (JATSA et al., 2019). 

Entretanto, esse efeito benéfico não é duradouro haja vista o caráter de dose única 

de Praziquantel para o tratamento da esquistossomose. Alguns estudos têm 

avaliado a combinação de outros fármacos, ou mesmo extratos naturais, para 

auxiliar o Praziquantel. O óleo de semente de Cucurbita pepo demonstrou um efeito 

antifibrótico e antioxidante quando combinado com Praziquantel (BESHAY et al., 

2019). O extrato de Ceratonia siliqua também mostrou efeito antioxidante e melhora 

da lesão oxidativa induzida por S. mansoni no fígado (AL-OLAYAN et al., 2016).  

A curcumina, por sua vez tem demonstrado a capacidade de matar os vermes 

adultos, principalmente por promover um ambiente oxidativo, através da inibição das 

enzimas antioxidantes do verme GST, GPX e GR (DE PAULA AGUIAR et al., 2016). 

Outro estudo utilizando 7-epiclusianona (7-epi), uma benzofenona obtida de 

'bacupari', um fruto da árvore Garcinia brasiliensis, mostrou que a inibição parcial de 

SOD, enzima antioxidante do verme, causa danos no tegumento. Assim, o parasita 

fica mais suscetível ao reconhecimento de antígenos, formação de complemento e 

aderência de granulócitos, ampliando a eficácia da resposta imune do hospedeiro 

(SILVA et al., 2018). 

Dessa forma, se faz necessário a busca por novas estratégias terapêuticas que 

possam ser associadas ao PZQ. Apesar do PZQ apresentar considerável eficácia, 

alguns estudos mostram taxas de cura reduzidas e falha terapêutica. Um estudo em 

modelo experimental, por exemplo, mostrou que o tratamento de camundongos 

infectados com S. mansoni e tratados com múltiplas doses subcurativas 

desenvolveu resistência a PZQ (VALE et al., 2017). Outros estudos em focos 

endêmicos mostram que um dos fatores que deve ser observado é que as baixas 

taxas de cura podem ser devido à presença de vermes imaturos, que são menos 

susceptíveis ao PZQ, no momento do tratamento, realizado em dose única 

(RENGANATHAN; CIOLI, 1998).Além disso, o PZQ isoladamente não é capaz de 

proteger contra reinfecções, um dos principais problemas relacionados à tentativa de 

eliminação da esquistossomose em áreas endêmicas (ISMAIL et al., 1999).  

Esse foi o primeiro estudo a mostrar o possível efeito protetor das células 

endoteliais sobre o verme adulto de S. mansoni. Esse novo conhecimento contribui 

para o entendimento sobre a manutenção dos vermes adultos no lúmen vascular e 

gera hipóteses que devem ser investigadas. Esse estudo foi realizado utilizando 

células de linhagem e pode não representar exatamente o que ocorre in vivo. 



48 
 

Entretanto, as células HUVEC são consideradas bons modelos utilizados nos 

estudos com células endoteliais (PARK et al., 2006; LOPES et al., 2014). Além 

disso, a partir dos resultados obtidos com esse trabalho, outras abordagens 

utilizando outros modelos podem ser investigados. Além disso, apesar de ser 

constatado o aumento na expressão de ɑOX-E, é necessário dosar a concentração 

da enzima no sobrenadante das culturas. 

A partir desse conhecimento novas estratégias terapêuticas podem ser 

propostas na tentativa de eliminar a esquistossomose como um problema de saúde 

pública. No Brasil está disponível comercialmente e aprovado pela ANVISA um 

medicamento (FARM-X), utilizado atualmente para tratar outra infecção, mas que é 

capaz de bloquear seletivamente o agente antioxidante αOX-E. Assim, é possível 

que o uso desse medicamento, associado ao Praziquantel, seja capaz de melhorar o 

desempenho do Praziquantel. Além disso, é possível também que, em áreas 

endêmicas, a possibilidade de uso prolongado do FARM-X seja capaz de reduzir a 

taxa de reinfecção. É fundamental que sejam realizados estudos in vitro e em 

modelos experimentais para responder essas perguntas científicas, para que seja 

gerada evidência científica que dê respaldo à proposição do uso de FARM-X como 

adjuvante à terapêutica da esquistossomose. 

A associação entre o Praziquantel e o FARM-X pode ser utilizado no 

tratamento de casos que apresentam falha terapêutica. A OMS recomenda como 

medida profilática para a esquistossomose que seja realizado o tratamento em 

massa em regiões endêmicas (WHO, 2006). Apesar de ter estudos que mostrem a 

eficiência do Praziquantel do tratamento em massa de escolares na prevenção do 

desenvolvimento da esquistossomose na vida adulta, alguns estudos mostram que o 

tratamento não protege contra a reinfecção (PICA-MATTOCCIA; CIOLI, 2004). 

Dessa forma, residentes de área endêmica em constante reinfecção são expostos a 

tratamentos repetidos, que podem ocasionar casos refratários à terapia. 

Considerando que, o tratamento com o Praziquantel é recomendado como medida 

não apenas curativa, mas também preventiva, o tratamento do PZQ associado com 

FARM-X pode ser proposto no esquema de tratamento em massa realizado aqui no 

Brasil visando principalmente falha terapêutica ou casos refratários ao tratamento. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Nossos achados contribuem para o entendimento da participação das células 

endoteliais durante a esquistossomose. Utilizando o modelo de células HUVEC 

demonstramos que essas células desafiadas com o verme adulto aumentam a 

expressão do gene antioxidante αOX-E, sugerindo que esse seja um mecanismo de 

proteção do verme para escape do estresse oxidativo. Além disso, mostramos que o 

Praziquantel é capaz de aumentar a expressão de genes com propriedades 

antioxidantes em células endoteliais. Isso mostra uma possibilidade de efeito 

benéfico não apenas na morte do parasita, como também nos órgãos afetados pelos 

ovos do S. mansoni.  

Nesse estudo demonstramos também que culturas de vermes adultos com 

células HUVEC, na presença do agente oxidante OX, demonstrou uma reversão do 

efeito esquistossomicida desse composto, sugerindo um efeito protetor das células 

endoteliais sobre o verme adulto de S. mansoni. 

Os novos conhecimentos que foram gerados com este estudo poderão 

auxiliar novas abordagens de tratamentos adjuvantes ao Praziquantel, para que, em 

áreas endêmicas, seja capaz de reduzir a taxa de reinfecção. 
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