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RESUMO 

 

O uso indiscriminado de benzimidazóis para o tratamento da ancilostomíase pode selecionar 

cepas resistentes ao tratamento. Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) nos códons 167, 

198 e 200 do gene codificador da β-tubulina isotipo 1, proteína alvo do fármaco, estão 

associados com a resistência aos benzimidazóis em nematódeos.  Em um trabalho prévio do 

nosso grupo de pesquisa, foi isolada uma cepa de A. ceylanicum resistente ao albendazol por 

pressão seletiva do fármaco a partir de uma cepa selvagem de Ancylostoma ceylanicum mantida 

há mais de 15 anos em modelo experimental. O objetivo deste trabalho foi analisar a 

variabilidade molecular intrapopulacional da cepa resistente ao albendazol em comparação com 

a cepa selvagem, assim como avaliar a porcentagem da presença de SNPs após quatro anos de 

seleção da cepa. Foram realizadas amplificações do gene COI, NAD1 e dos códons 198 e 200 

do gene codificador da β-tubulina isotipo 1 das duas cepas de A. ceylanicum selvagem e 

resistente ao tratamento por albendazol, através de PCRs convencionais seguidas de 

sequenciamento. Não foram identificados SNPs nos códons 198 e 200 da cepa resistente. Além 

disso, para descartar a possibilidade de troca de cepas, foram sequenciadas também amostras 

da cepa selvagem. As amostras da cepa selvagem, conforme o esperado, não apresentaram as 

mutações, comprovando que houve reversão do caráter de resistência da cepa. As análises para 

os marcadores mitocondriais demonstraram uma baixa diversidade nucleotídica, de 0,16% para 

o gene COI, e de 0,25% para o gene NAD1. Ao construir árvores filegenéticas com base em 

dois métodos, o método de Máxima Verossimilhança e a Inferência Bayesiana, foram 

observados padrões muito semelhantes ao se comparar os dois modelos para ambos os 

marcadores, com altos valores de bootstrap, reforçando a topologia das árvores filogenéticas. 

Esse resultado não foi de todo surpreendente, tendo em vista que a cepa original já estava há 

muitos anos sem a possibilidade de recombinação com outras populações. A baixa diversidade 

genética encontrada em ambos os marcadores moleculares, COI e NAD1 e a ausência de SNPs 

no gene da β-tubulina isotipo 1 sugere que a combinação do efeito gargalo, a deriva genética e 

a ausência de fluxo gênico foram, em conjunto, responsáveis pela baixa variabilidade genética 

da população. Os dados aqui apresentados contribuem para o avanço de conhecimentos de 

genética populacional dos ancilostomídeos, além de servirem de base para elaborações de 

futuras estratégias de controle e desenvolvimento de novas terapias farmacológicas. 

 

Palavras-chave: Ancylostoma ceylanicum. Resistência. Benzimidazóis. Marcadores 

Mitocondriais. SNP. 



ABSTRACT 

 

The indiscriminate use of benzimidazoles for the treatment of hookworm may select strains 

resistant to treatment. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in codons 167, 198 and 200 of 

the gene encoding β-tubulin isotype 1, the drug's target protein, are associated with resistance 

to benzimidazoles in nematodes. In previous work by our research group, a strain of 

Ancylostoma. ceylanicum resistant to albendazole was isolated by selective pressure from the 

drug from a wild strain of A. ceylanicum maintained for more than 15 years in an experimental 

model. The objective of this work was to analyze the intrapopulation molecular variability of 

the albendazole-resistant strain in comparison with the wild-type strain, as well as to evaluate 

the percentage of presence of SNPs previously identified after four years of strain selection. 

Amplifications of the COI gene, NAD1 and codons 198 and 200 of the gene encoding β-tubulin 

isotype 1 of the two strains of wild-type A. ceylanicum and resistant to albendazole treatment 

were carried out using conventional PCRs followed by sequencing. No SNPs were found in 

codons 198 and 200 of the resistant strain and, to exclude strain exchange, samples of the wild-

type strain were also sequenced. Samples of the wild strain, as expected, did not present the 

mutations, proving that there was a reversal of the strain's resistance character. Analyzes for 

mitochondrial markers demonstrated a low nucleotide diversity, of 0.16% for the COI gene, 

and 0.25% for the NAD1 gene. When building phylogenetic trees based on two methods, the 

Maximum Likelihood method and Bayesian Inference, very similar patterns were observed 

when comparing the two models for both markers, with high bootstrap values, reinforcing the 

topology of the phylogenetic trees. This result was not at all surprising, considering that the 

original strain had been without the possibility of recombination with other populations for 

many years. The low genetic diversity found in both molecular markers, COI and NAD1 and 

the absence of SNPs in the isotype 1 β-tubulin gene suggests that the combination of the 

bottleneck effect, genetic drift and the absence of gene flow were, together, responsible due to 

the low genetic variability of the population. The data presented here contribute to the 

advancement of knowledge on population genetics of hookworms, in addition to serving as a 

basis for developing future control strategies and developing new pharmacological therapies. 

 

Keywords: Ancylostoma ceylanicum. Resistance, Benzimidazoles. Mitochondrial Markers. 

SNPs 
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1. INTRODUÇÃO   

1.1. Os ancilostomídeos 

1.1.1 Aspectos gerais 

 

Os geo-helmintos, ou helmintos transmitidos pelo solo (HTS), formam um grupo de 

parasitos gastrointestinais pertencentes ao filo Nematoda, os quais causam infecção em 

humanos por meio da ingestão de ovos ou larvas ou por penetração percutânea, a depender da 

espécie. Esses helmintos são encontrados em solos úmidos e quentes onde passam pelo processo 

de embrionamento (Kim et al., 2012; Ojha et al., 2014; Prieto-Pérez et al., 2016). 

As geo-helmintoses estão entre as infecções mais comuns em todo o mundo e 

acometem, principalmente, regiões precárias socioeconomicamente e com saneamento básico 

contingente, o que beneficia ainda mais a maturação de formas evolutivas. No decorrer do ciclo 

de vida dos nematódeos, o solo com condições ideais de umidade, temperatura e oxigenação, 

propiciam o desenvolvimento dos estádios infectantes (Bethony et al., 2006; Tchakounté et al., 

2018). Portanto, o índice elevado de prevalência dessas infecções na América do Sul, África 

Subsaariana, Ásia e na China pode ser justificado pelo clima predominantemente quente nessas 

localidades (Khurana et al., 2021).  

Estima-se que cerca de 24% da população mundial, em torno de 1,5 bilhão de pessoas, 

estejam infectadas com algum tipo de HTS. Mais de 267 milhões de crianças em idade pré-

escolar e 568 milhões de escolares estão infectadas e residem em áreas em que a taxa de 

transmissão é alta, necessitando de tratamentos e de medidas profiláticas eficientes (WHO, 

2022).    

Os HTS representam uma das principais causas mundiais de atraso no desenvolvimento 

físico e cognitivo. Essas infecções permanecem sendo negligenciados pelas agências de saúde 

internacionais em virtude de três características, a saber: i. as pessoas acometidas estão 

localizadas em países que sofrem com a escassez de recursos financeiros voltados para a saúde; 

ii. as infecções causam doenças crônicas de difícil diagnóstico; e iii. é complicado quantificar 

as consequências dessas infecções nos âmbitos econômicos e educacionais (Bethony et al., 

2006).  

Os geo-helmintos com importância médica são Ascaris lumbricoides (Linnaeus 1758), 

causador da ascaridíase; Ancylostoma duodenale (Dubini 1843), Necator americanus (Stiles 

1902), causadores da ancilostomíase e Trichuris trichiura (Linnaeus 1771), causador da 
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tricuríase; consideradas doenças tropicais negligenciadas (DTN’s). No sudeste asiático, casos 

de infecção por Ancylostoma ceylanicum (Looss 1911) em humanos têm sido registrados e 

reportados, evidenciando seu potencial zoonótico e expandindo sua significância 

epidemiológica (Bethony et al., 2006; Da Silva et al., 2019; Colella et al., 2021; WHO, 2022).  

Embora a espécie Strongyloides stercoralis (Normand 1876), causadora da 

estrongiloidíase, não seja reconhecida pela Organização Mundial de Saúde como uma doença 

tropical negligenciada, a doença é uma importante geo-helmintose devido à morbidade 

significativa dessa infecção, tendo uma estimativa de 600 milhões de acometidos em todo o 

mundo e em razão da sobreposição de áreas com as demais infecções acima citadas (WHO, 

2022). Além disso, a estrongiloidíase pode ter consequências severas em indivíduos portadores 

do vírus HIV e HTLV (Marcos et al., 2008) 

Os ancilostomídeos estão inseridos no Reino Metazoa, Filo Nematoda, Classe 

Chromadorea, Ordem Rhabditida, Superfamília Strongyloidea e Família Ancylostomatidae 

(Zhang, 2013). Os ancilostomídeos são hematófagos, tendo potencial de causar anemia e 

hipoalbuminemia e, em infecções severas, podem vir a causar anemia ferropriva em decorrência 

da hematofagia e da hemorragia causada pela laceração de capilares na mucosa intestinal, bem 

como a perda de proteínas séricas e inflamação intestinal. Os vermes mudam de posição em um 

intervalo aproximado de quatro a seis horas, prejudicando a função do sistema imune dos 

acometidos por causarem uma resposta inflamatória local, aumentando os riscos de o paciente 

adquirir outras doenças por infecções secundárias devido à porta de entrada para demais 

infecções. Estima-se que, anualmente, sejam registradas entre 3000 e 6500 mortes decorrentes 

de infecções por esses parasitos (Loukas & Prociv, 2001; Hotez et al., 2004; Jones & Capello, 

2004; Held et al., 2006; Feleke, 2018).  

Aproximadamente 740 milhões de pessoas no mundo estão infectadas com 

ancilostomídeos. Na África Subsaariana, cerca de 200 milhões de pessoas foram infectadas e, 

destas, 90 milhões são crianças (Feleke, 2018).  A espécie mais predominante em todo o mundo 

é N. americanus, sendo encontrada principalmente em regiões costeiras e em localidades com 

clima tropical, típicos das regiões sul e sudoeste da China, Ásia, África Subsaariana e Américas 

do Sul e Central. A espécie A. duodenale é encontrada principalmente em regiões de clima 

temperado a frio e A. ceylanicum é mais presente na Ásia (Fujiwara, 2016; Feleke, 2018). 

 Os ancilostomídeos zoonóticos, helmintos comumente encontrados parasitando 

canídeos e felídeos, podem causar infecção e resultar em sintomas e manifestações clínicas em 

humanos que não são observadas em ancilostomídeos antroponóticos. Um exemplo é a infecção 
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pelo parasito A. braziliense (de Faria 1909), em que a penetração das larvas na pele pode causar 

a larva migrans cutânea. Essa condição é caracterizada por lesões serpiginosas que podem 

atingir 1-5 cm de comprimento devido à migração da larva na derme, podendo até mesmo 

causar infiltrados pulmonares caso a infecção avance (Guill; Odom, 1978; Bowman et al., 2010; 

Loukas et al, 2016). Outro exemplo é a infecção pelo A. caninum (Ercolani 1859), o qual a 

penetração de larvas também pode causar a larva migrans e enterite eosinofílica (Prociv & 

Croese, 1996), apesar dos vermes não atingirem a forma evolutiva de adultos sexualmente 

maduros. Entretanto, estudos recentes, como o de Ngcamphala e colaboradores (2019) e 

Furtado e colaboradores (2020), demonstram a possibilidade de infecção por A. caninum 

patente em humanos.  

 

 1.1.2 Ciclo biológico  

  

O ciclo de vida dos ancilostomídeos (Figura 1) é direto e independente de hospedeiros 

intermediários. A transmissão ocorre por meio da penetração percutânea de larvas filarioides 

(larvas de terceiro estádio - L3) (N. americanus, A. duodenale e A. ceylanicum) em solos 

contaminados; ou ingestão da forma infectante (A. duodenale e A. ceylanicum). As larvas 

filarioides se acumulam no solo ou na vegetação e, ao receberem estímulos de temperatura 

(termotropismo positivo) oriundos da pele do hospedeiro, se aderem a tal. Assim que entram 

em contato com o ser humano, atravessam a pele através dos folículos pilosos e penetram nos 

tecidos por meio de sinais químicos e elétricos do hospedeiro. Após este processo, as larvas 

liberam a cutícula externa conservada da segunda muda e migram pela circulação sanguínea 

periférica ou linfática, onde são carreadas passivamente pela corrente sanguínea em direção aos 

pulmões, mas passando primeiramente pelo átrio e ventrículo direito do coração e, 

posteriormente, seguem para a vasculatura pulmonar (Soulsby, 1965; Crompton, 2000; 

Fujiwara, 2016; Loukas et al, 2016).   

Nos pulmões, as L3 passam pelo processo de maturação até o estádio L4, migrando 

posteriormente para a faringe, onde são expectoradas e deglutidas. Em seguida, as larvas 

chegam ao duodeno, onde se transformam em adultos jovens e iniciam o hematofagismo. Os 

vermes juvenis finalizam o processo de maturação, alcançando a forma evolutiva de vermes 

adultos sexualmente maduros e, posteriormente, machos e fêmeas copulam com produção de 

até 10.000 ovos por dia. Os ovos são liberados nas fezes, as larvas L1 (rabditóides) eclodem 

dos ovos e realizam a muda para larva L2 e, subsequentemente, L3, dando continuidade ao 
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ciclo. O processo desde a penetração das larvas L3 até a patência (produção de ovos) leva, 

aproximadamente, 6 a 8 semanas em N. americanus e em A. duodenale. Para A. ceylanicum, o 

período de patência ocorre entre 15-17 dias após a penetração das larvas (Areekul et al., 1975; 

Fujiwara, 2016; Loukas et al, 2016).   

Os parasitos do gênero Ancylostoma spp., quando adquiridos por via oral, não realizam 

o ciclo pulmonar, as L3 penetram nas criptas de Lieberkuhn, onde se transformam em L4 e, 

posteriormente, retornam à luz do intestino como adultos jovens, até atingirem a forma 

evolutiva de vermes adultos sexualmente maduros no intestino delgado do hospedeiro. Isso 

ocorre, por exemplo, no caso da infecção experimental de A. ceylanicum em hospedeiros 

competentes, como hamsters (Soulsby, 1965).   

 

Figura 1: Representação esquemática do ciclo de vida dos ancilostomídeos. A infecção por via 

oral através da ingestão de L3 de Ancylostoma spp. não está representada na figura. Adaptado de CDC.  

 

1.1.3 Aspectos epidemiológicos, diagnóstico e controle dos ancilostomídeos  

 

A espécie de ancilostomídeo mais prevalente em infecções humanas é o N. americanus, 

com proporção de aproximadamente 79% dos casos de infecção em todo o mundo, segundo 
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levantamento feito por Clements & Alene (2022), seguido pela proporção inferior de infecções 

por Ancylostoma spp., 32%.  

No Brasil, 80% dos casos de ancilostomíase registrados são infecções por N. 

americanus, com índice de prevalência maior nas regiões nordeste e centro-oeste, regiões nas 

quais o saneamento básico é deficiente, visto que existe pouco investimento financeiro para 

combate e estabelecimento de medidas sanitárias eficientes, bem como escassez de 

investimento financeiro para estudos acerca da ancilostomíase, reflexo da ausência de 

infraestrutura sanitária e das condições climáticas encontradas no Brasil, o que reitera que 

fazem parte do grupo de Doenças Tropicais Negligenciadas (Mudenda et al., 2012; Feleke, 

2018; Guimarães et al., 2019). 

Segundo os dados do GBD - Global Burden Diseases (2019), a ancilostomíase teve uma 

carga de 984.000 DALYs (anos de vida perdidos ajustados por incapacidade, do inglês 

“disability-adjusted life years”), com a prevalência de mais de 173 milhões de casos 

confirmados de infecção por ancilostomídeos em todo o mundo, acometendo principalmente 

escolares que se encontram no continente africano e asiático, conforme é possível visualizar na 

Figura 2 (Global Health Data, 2019). 
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Figura 2: Dados dos DALYs (por 100.000) resultantes de infecções por ancilostomídeos em todo o 

mundo em 2019. As cores mais escuras correspondem aos países com maior quantidade de DALYs 

concentrando-se, majoritariamente, no continente africano e no sul e sudeste da Ásia. Adaptado de 

Healhdata (2019). 

 

Um dos maiores desafios da estimativa dos impactos que a ancilostomíase causa em 

todo mundo é a subnotificação de complicações dessa doença, como a anemia ferropriva e 

desnutrição e, quando há a notificação, raramente são associadas à infecção por esses agentes. 

Nas áreas onde são encontrados muitos casos notificados de ancilostomíase, há também a 

notificação de demais parasitoses com grande importância médica, como a malária, por 

exemplo, o que configura uma sobreposição de área endêmica, dificultando ainda mais o 

cálculo da morbidade desta enfermidade devido à negligência da associação de tais fatores com 

a ancilostomíase (Hotez et al, 2004; Brooker et al., 2007; Clements & Alene, 2022).  

O diagnóstico de ancilostomíase pode ser feito por meio do esfregaço Kato-Katz, pela 

técnica de McMaster, sedimentação espontânea e FLOTAC, com o intuito de estimar a 

gravidade da infecção por meio da contagem de ovos por grama de fezes. Em infecções por 

ancilostomídeos, é essencial determinar o grau de anemia, apresentando geralmente eritrócitos 
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microcíticos e hipocrômicos (Bethony et al., 2006; Cringoli et al., 2011). O diagnóstico também 

pode ser por meio de técnicas de biologia molecular, visto que a identificação morfológica dos 

ovos não é possível por microscopia (Xu et al., 2021). Mesmo na eventualidade de obtenção de 

vermes adultos, a identificação de espécies é difícil por requerer um morfologista qualificado. 

Em decorrência da dificuldade do diagnóstico morfológico, o diagnóstico por meio de técnicas 

de biologia molecular se mostra mais eficiente e sensível comparado com técnicas 

anteriormente citadas (Silva et al., 2006; Gasser et al., 2009; Xu et al., 2021; Nath et al., 2023).  

Existe uma vacina em desenvolvimento, por um consórcio de pesquisadores com os 

coordenadores associados ao Baylor College of Medicine para o N. americanus. A vacina 

possui como alvo dois antígenos recombinantes: o Na-GST-1, uma proteína recombinante de 

glutationa-S-transferase e, a Na-APR-1, uma proteína recombinante de protease aspártica, 

sendo ambas essenciais para o parasito por auxiliarem no processo de digestão de hemoglobina 

(Plieskatt et al., 2012; Diemert et al., 2022). No Gabão, no continente africano, foi feito um 

teste na fase 1 da vacinação com os antígenos recombinantes Na-GST-1 e Na-APR-1 com 

indivíduos adultos infectados com N. americanus e foi observado uma indução de IgG nos 

pacientes que foram submetidos à vacinação, com o pico da resposta humoral duas semanas 

após a aplicação da terceira dose da vacina (Adegnika et al., 2021).  Existe um estudo em 

andamento da vacinação com ambos os antígenos em crianças saudáveis no Gabão, bem como 

a fase 2 dos estudos com as vacinas nos Estados Unidos.  

Outra vacina para ancilostomídeos cujo alvo era a proteína Na-ASP-2 (Ancylostoma 

Secreted Protein) já havia sido desenvolvida. Porém, na fase 1 dos testes em uma população de 

adultos saudáveis em uma área rural endêmica no Brasil, os testes foram interrompidos em 

decorrência da apresentação de urticária generalizada em 3 pacientes. Estudos subsequentes 

demonstraram aumento de IgE na resposta contra o antígeno aplicado, o que desencadeou a 

reação de hipersensibilidade (Fujiwara et al. 2006; Loukas et al., 2006; Schneider et al., 2011; 

Diemert et al., 2012; Goud et al., 2012). 

A adoção de medidas sanitárias efetivas, como o saneamento básico e educação em 

saúde se mostrou promissora na redução significativa de infecções por esses patógenos em 

províncias na China e nos Estados Unidos, conforme discorrido por Hotez (2008). Como 

estratégias de controle de geo-helmintoses, a quimioterapia preventiva com o uso de 

benzimidazóis é uma opção preconizada pela própria OMS, porém, é necessário a 

implementação de melhorias sanitárias para uma maior eficácia no controle de geo-helmintos.  
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      Existem programas de desparasitação em larga escala comprovadamente eficientes na 

redução na morbidade, prevalência e a intensidade da infecção por geo-helmintos, entretanto, 

até que algumas localidades acometidas tenham acesso e incentivo econômico à essas 

estratégias, como o saneamento básico, inúmeros acometidos continuarão lidando com a 

contaminação e a persistência de formas evolutivas viáveis desses parasitos no ambiente, que 

podem durar semanas (larvas de ancilostomídeos) ou anos (ovos de Ascaris spp.) caso 

encontrem um ambiente com condições favoráveis (Mireku et al., 2015; King, 2019).  

     Em suma, o uso desenfreado de fármacos anti-helmínticos já foi descrito com queda na 

eficácia ao longo do tempo, levando ao aparecimento de parasitos com fenótipo resistente aos 

fármacos utilizados no tratamento (Albonico et al., 2003; Demeler et al., 2013).  

 

1.2 Os benzimidazóis (BZs)  

1.2.1 Mecanismo de ação  

 

Os benzimidazóis, como mebendazol, albendazol e tiabenzol, simbolizam uma classe 

de fármacos com ação anti-helmíntica de amplo espectro, sendo eficazes para tratamento em 

infecções por cestódeos (Ammann et al., 2015), trematódeos (Sidor & Andreyanov, 2021) e 

nematódeos (Prichard, 2007), além de apresentarem ação antifúngica (Lacey, 1990). Esses 

fármacos possuem inúmeras vantagens, como: baixo custo, fácil administração e eficiência 

contra todas as formas evolutivas de nematódeos, embora sejam menos eficazes para tratamento 

de larvas (Brunton et al., 2012). 

 Complementarmente, Lacey (1988) constatou que, apesar de toda ação em níveis 

bioquímico e celular, o principal sítio de ação dos BZs é a tubulina, uma proteína presente no 

citoesqueleto de eucariotos. A tubulina, uma subunidade dos microtúbulos, é uma proteína 

dimérica composta pela unidade α e β, de aproximadamente 50kDa cada uma. No que diz 

respeito a questões estruturais, ambas são proteínas heterogêneas resultantes de modificações 

pós-traducionais (Dustin, 1984). 

 Os microtúbulos são estruturas rígidas, cilíndricas e ocas construídas a partir de 13 

protofilamentos paralelos, tais estruturas são formadas por heterodímeros de α-β tubulina. Os 

microtúbulos estão em estado de polimerização recorrentemente, de forma que um 

heterodímero de α-β tubulina é adicionado em uma extremidade e outro é liberado na 

extremidade oposta (Alberts et al., 2002). A molécula de BZ se liga na β-tubulina e é 
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incorporada no mesmo instante em que está ocorrendo uma polimerização. De forma 

concomitante, um heterodímero é liberado na extremidade oposta, causando o encurtamento e 

desaparecimento do microtúbulo (Lacey, 1988). Os BZs também apresentam outros 

mecanismos de ação no parasito, como a inibição da enzima fumarato redutase e a inibição da 

absorção de glicose, o que pode causar a morte do parasito por inanição (Prichard, 1973). 

 

1.2.2 Mecanismos moleculares envolvidos no processo de resistência aos BZs 

 

Em consequência do aumento de identificação de populações com fenótipo de 

resistência aos BZs em nematódeos de importância veterinária, como Haemonchus contortus 

(Rudolphi 1803), há um crescente interesse no estudo acerca de mecanismos moleculares de 

resistência dos BZs para outros nematódeos. Isto ocorre porque a resistência parasitária pode 

causar um grande prejuízo financeiro para a agropecuária e para a saúde humana.  

O nematódeo de vida livre Caenorhabditis elegans (Maupas 1900) é modelo para 

inúmeros estudos e é referência em pesquisas acerca da diversidade de expressões de isotipos 

do gene codificador da β-tubulina e os mecanismos de resistência. No genoma de C. elegans 

existem seis isotipos de β-tubulina, enquanto outros nematódeos de interesse veterinário, como 

o H. contortus, possui quatro isotipos (Demeler et al., 2013; Jones et al., 2022).  

Algumas mutações no gene da β-tubulina, como SNPs (polimorfismos de nucleotídeo 

único, do inglês “single nucleotide polymorphism”) nos códons 167, 198 e 200 já foram 

relacionados à resistência em fungos (Koenraadt et al., 1992; Albertini et al., 1999) e em 

diversos helmintos (Wolstenholme et al., 2004). 

Algumas espécies de nematódeos, como as ancilostomídeos, com fenótipo de 

sensibilidade ao tratamento com os BZs apresentam, no códon TTC na posição 200 do gene da 

β-tubulina, trinca que codifica o aminoácido fenilalanina. A substituição da segunda timina por 

uma adenina causa alteração no códon, que passa a codificar uma tirosina (Kwa et al., 1994). 

O mesmo ocorre para o códon 167 (Mottier & Prichard, 2008).  O códon GAG na posição 198 

do gene em questão codifica o aminoácido glutamato, a alteração de adenina para uma citosina, 

gerando a trinca GCG, passa a codificar uma alanina, acarretando um polimorfismo que pode 

resultar em um fenótipo de resistência (Ghisi et al., 2007).  

Existem vários estudos apontando a relação de SNPs nos códons 167, 198 e 200 do gene 

codificador da β-tubulina isotipo 1 e o estabelecimento do fenótipo resistente em nematódeos 

de importância veterinária (Diawara et al., 2013; Hansen et al., 2013). Salienta-se que o fármaco 
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não é mutagênico e que o polimorfismo pode já estar presente em uma população e, com o uso 

indiscriminado do fármaco, apenas indivíduos que apresentem o genótipo sejam favorecidos, 

resultando em uma população com fenótipo resistente, visto que os indivíduos que não 

apresentam os SNPs serão eliminados (Prichard, 2007). Em virtude disso, as gerações seguintes 

terão altas chances de manter o genótipo e, consequentemente, o mesmo fenótipo. Mutações 

que conferem fenótipo de resistência podem ocorrer de maneira isolada, como um único SNP, 

ou em combinações, podendo variar a frequência em populações ou espécie (Blackhall et al., 

2011).  

Apesar desses achados, alguns trabalhos como o de Palma e colaboradores (2020), 

encontrou populações de nematódeos apresentando resistência aos BZs, em específico Ascaris 

spp. (A. suum e A. lumbricoides), sem mutações nos códons 167, 198 e 200. Os autores discutem 

que a propensão à resistência genética aos BZs é menor em helmintos pertencentes à ordem 

Spirurina, como Ascaridia galli e Parascaris equorum, filogeneticamente próximos à Ascaris 

spp., comparado com helmintos pertencentes à ordem Strongylida, principalmente os 

pertencentes à superfamília Trichostrongyloidea, como Haemonchus sp., Ostertagia sp., 

Cooperia sp e Teladorsagia sp. (Demeler et al., 2013; McIntyre et al., 2018) por se tratarem de 

nematódeos de importância veterinária e seus hospedeiros serem submetidos à tratamento com 

uma frequência muito maior. 

Furtado e colaboradores (2019) isolaram uma cepa de A. ceylanicum resistente ao 

albendazol, por pressão seletiva do fármaco em modelo experimental, no entanto, ao 

construírem e analisarem uma minibiblioteca de cDNA originada desse isolado, não 

encontraram a presença de nenhum dos SNPs que na β-tubulina são comumente associados com 

resistência em parasitos de ruminantes. Os autores discutiram a possibilidade do envolvimento 

de outros mecanismos, como polimorfismos no gene que codifica para a glicoproteína-P, como 

ocorre em H. contortus (Blackhall et al., 2008) e por alteração na expressão ou atividade de 

microRNAs, como observado por Simon e colaboradores (2008) em C. elegans. Após a 

realização de diversos testes fenotípicos e observada a dificuldade em manter a cepa após 

passagens seriadas de infecção em hamsters, Furtado e colaboradores (2019) relataram a perda 

dessa cepa, provavelmente devido à sua baixa adaptabilidade. 

Uma nova cepa de A. ceylanicum resistente ao albendazol foi isolada por Medeiros e 

colaboradores. (2022), ao realizarem alterações no protocolo metodológico de isolamento da 

cepa. O novo isolado obtido, apresentou um nível de resistência ao albendazol mais elevado do 

que a cepa isolada por Furtado e colaboradores. (2019). Após a caracterização fenotípica e 
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genotípica, Medeiros e colaboradores (2022) observaram o aumento gradativo da frequência de 

mutação no códon 198 do gene codificador da β-tubulina isotipo 1 na medida que a 

concentração do fármaco aumentava, atingindo 100% de frequência para esse códon, na maior 

concentração. Não foram identificadas mutações no códon 167 e menos de 6% das amostras 

apresentaram um SNP no códon 200 nunca descrito anteriormente para helmintos de 

importância humana. Especulou-se que essa nova mutação poderia atuar como um possível 

mecanismo secundário de resistência nessa população. 

 Alguns estudos investigaram a correlação entre a presença de resistência aos BZs com 

a variabilidade genética em tricostrongilídeos, em parasitos de diferentes populações de bovinos 

nos Estados Unidos, como foi o caso do estudo de Blouin e colaboradores (1992; 1995). Nesses 

trabalhos, foram usados marcadores mitocondriais em específico a região NAD4 com o intuito 

de avaliar a diversidade nucleotídica nas diferentes populações. Os resultados demonstraram 

uma grande diversidade genética nas populações analisadas, porém sem diferenciação entre 

elas. Os autores sugeriram que o alto fluxo gênico encontrado nas populações desses parasitos 

é reflexo do grande deslocamento territorial dos rebanhos.  Na análise de marcadores 

mitocondriais em populações isoladas de Teladorsagia circumcincta na França, foi encontrada 

uma alta diversidade genômica nas populações de vermes resistentes e sensíveis aos BZs, 

porém, sem discrepância entre ambas (Leignel & Humbert, 2001). Os autores discutem que o 

efeito gargalo observado no processo de seleção da resistência em populações isoladas não foi 

suficiente para separar essas populações que não apresentaram diferenciação entre si.  

O estudo de Venkatesan e colaboradores (2023) foi pioneiro na identificação de um 

novo SNP no gene codificador da β-tubulina isotipo 1 de A. caninum. A mutação encontra-se 

no códon 134 e em maior frequência comparada com mutação no códon 167 em uma população 

isolada de cães galgos nos Estados Unidos. Os autores, ao utilizarem de modelagem estrutural 

do sítio de ligação do fármaco, relataram que, aparentemente, essa mutação no códon 134 reduz 

significativamente a afinidade dos benzimidazóis com o sítio de ligação, hipotetizando que essa 

mutação seja responsável pelo fenótipo de resistência nessa população. 

1.2.3 Falha de tratamento com o uso de BZs em ancilostomídeos 

Inúmeros estudos buscam investigar as falhas e a eficácia no tratamento com BZs em 

populações de nematódeos de importância médica e veterinária. O estudo de Avramenko e 

colaboradores (2020) avaliou a frequência de mutações no gene codificador da β-tubulina 

isotipo 1 associados com a resistência em tricostrongilídeos que parasitam ruminantes, como 

bisões e bovinos dos Estados Unidos. Os autores encontraram uma frequência alta de mutação 
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no códon 200 do gene codificador da β-tubulina isotipo 1 nesses parasitos, sugerindo que a 

resistência ao tratamento pode ser encontrada em inúmeras espécies de parasitos. 

A administração de fármacos com o intuito de tratar infecções por ancilostomídeos já 

foram relatadas em vários estudos. Loukouri e colaboradores (2020) descreveram que a 

prevalência de infecções por ancilostomídeos, predominantemente N. americanus, foi duas 

vezes maior em uma região em que é feito o tratamento em massa (com ivermectina e 

albendazol) anualmente do que em uma região com tratamento em massa duas vezes ao ano, 

ambos na Costa do Marfim, na África Ocidental.   

Humphries e colaboradores (2017) avaliaram a efetividade do tratamento com 

albendazol em diferentes comunidades de Gana, no continente africano, os resultados 

demonstraram que a diferença na eficácia do tratamento contra ancilostomídeos foi variável, 

principalmente nas regiões onde há uso constante de fármacos antiparasitários como a 

ivermectina, para o tratamento de Onchocerca volvulus (Leuckart 1893) e Wuchereria bancrofti 

(Cobbold 1877).  

No que se refere aos mecanismos moleculares associados ao processo de resistência aos 

BZs em ancilostomídeos, a detecção de alterações em diferentes marcadores moleculares no 

genoma desses parasitos só é possível devido à eficácia de ferramentas de biologia molecular 

para a varredura de polimorfismos (Orr et al., 2019).  

 

1.2.4 Métodos para identificação de resistência aos BZs 

 

Em resposta ao crescente número de tricostrongilídeos resistentes aos BZs desde 

meados da década de 60, principalmente ao tiabendazol, conforme foi mostrado por Drudge e 

colaboradores (1964), existem alguns bioensaios in vitro que podem ser feitos para detecção de 

resistência, como o teste de eclodibilidade larval (EHT – do inglês “egg hatch test”). O teste 

consiste em incubar os ovos em diferentes concentrações do fármaco e as diferenças no 

embrionamento e no sucesso da eclosão são indicativos de resistência. Uma desvantagem dessa 

técnica é a necessidade de utilizar ovos não embrionados (Lejambre et al., 1970). 

O teste FERCT (Teste de Redução na Contagem de Ovos nas Fezes, do inglês “faecal 

egg reduction count test”) é um bioensaio in vivo com finalidade de avaliar a eficácia de um 

fármaco, realizando a contagem de ovos antes e depois do tratamento e comparando os 

resultados obtidos. De acordo com o teste, a resistência ao fármaco está presente quando menos 
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de 95% dos ovos contados é eliminado pós-tratamento em relação à contagem de ovos feita 

anteriormente ao tratamento (Coles et al. 1992; Jackson et al., 2000).  

Como existem inúmeros mecanismos moleculares que estão associados com a 

resistência aos BZs, como foi explanado no item 1.2.2, a varredura de genótipos que podem 

favorecer o aparecimento do fenótipo resistente pode ser realizada utilizando ferramentas de 

biologia molecular. O uso da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional e suas 

variações pode ser bastante eficiente na detecção de SNPs relacionados à resistência. Gaudet e 

colaboradores (2009) citam a relevância da PCR alelo-específico para a detecção de SNPs no 

genoma, não exigindo equipamentos sofisticados. Essa metodologia se baseia na obtenção de 

um produto de PCR específico para o SNP utilizando iniciadores alelo-específicos que possuem 

o 3’ terminal complementar ao sítio de localização do SNP. A vantagem dessa técnica é o baixo 

custo e a rápida detecção, podendo ser visualizada em gel de agarose (Kim et al., 2005).  

O sequenciamento do DNA é uma metodologia também utilizada para a busca de SNPs 

associados à resistência aos BZs. Melville e colaboradores (2020) utilizaram a técnica de 

sequenciamento e de pirossequenciamento, indicando a emergência de Nematodirus battus 

resistentes. A técnica permite a identificação de variações no alvo do genoma numa mesma 

reação, porém, possui um custo elevado, o que dificulta a sua utilização para a análise de um 

número considerável de amostras (Rashwan et al., 2016; Milhes et al., 2017). O 

sequenciamento é amplamente utilizado em trabalhos de genética populacional, principalmente 

utilizando marcadores mitocondriais, uma abordagem muito eficiente para a amplificação 

dessas regiões. Trabalhos como o de Palevich & Maclean (2021) utilizaram dessa abordagem 

para a amplificação de regiões do DNA mitocondrial de helmintos. 

1.3 Marcadores moleculares mitocondriais em estudos de helmintos  

 

Os marcadores moleculares são regiões específicas do genoma que permitem a detecção 

de variação e de SNPs entre indivíduos de uma mesma população ou, até mesmo, de populações 

diferentes. Esses marcadores são utilizados recorrentemente em estudos genéticos de diversos 

organismos, dentre eles os helmintos, com aplicações em estudos de genética populacional, 

biologia do parasito, história evolutiva, filogeografia e resistência à anti-helmínticos (Gilleard 

et al., 2007; Miranda et al., 2008; Marval et al., 2014; Thorn et al., 2023). 

O DNA mitocondrial (mtDNA) apresenta inúmeras características para ser utilizado 

como um marcador molecular em estudos de genética de populações. Dentre essas 

características, destacam-se a presença de múltiplas cópias, a haploidia, a herança materna, o 
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tamanho reduzido, uma taxa de evolução e mutações relativamente altas quando comparadas 

com o DNA nuclear (Avise et al., 1987). Além disso, as mudanças no mtDNA ocorrem 

principalmente devido a mutações, ao contrário da recombinação gênica que é mais comum no 

DNA nuclear (Eyre et al., 2001). Essas características contribuem para estudos genéticos de 

população, epidemiologia e análises filogenéticas (Hu et al., 2002). 

A amplificação de marcadores moleculares nucleares, como o ITS (Espaço transcrito 

interno, do inglês “internal transcribed spacer”), e mitocondriais, como o COI e NAD1, tem 

sido alvo para estudos, principalmente para análises filogenéticas, populacionais e diagnóstico 

de helmintos (Chan et al., 2021), assim como o uso de COI em barcode de parasitos, como 

Trypanosoma cruzi (Rodrigues et al., 2017) e em nematódeos (Derycke et al., 2010). Miranda 

e colaboradores (2008) conseguiram demonstrar uma diversidade genética moderada entre as 

populações de A. caninum em diferentes localidades do Brasil, analisando o marcador 

mitocondrial citocromo c oxidase subunidade 1. 

O DNA mitocondrial de ancilostomídeos possui aproximadamente 13-14Kb, o qual é 

composto por 12 genes que codificam proteínas que são importantes para que o processo de 

fosforilação oxidativa ocorra, podendo-se citar COX1-3, NAD1-6, ATP6, COB e 4L, dois 

genes ribossomais (rrnS e rrnL) e vinte e dois genes do RNAt, bem como uma região 

codificadora AT, que é responsável pelo controle transcricional (Hawdon et al., 2001).  A 

Figura 3 ilustra a estrutura e composição o DNA mitocondrial de Ancylostoma spp., adaptado 

de Tuli et al. (2022). 



35 
 

35 
 

 

Figura 3: Representação esquemática da organização do DNA mitocondrial de Ancylostoma spp. 

Com um tamanho total de 13.757pb, o genoma mitocondrial de ancilostomídeos é composto por uma 

região codificante (em azul), região não codificante (em vermelho), por RNA transportador (em 

amarelo) e RNA ribossômico (em verde). Adaptado de Tuli e colaboradores (2022). 

 

O Ascaris suum foi o primeiro nematódeo a ter o genoma mitocondrial totalmente 

sequenciado (Okimoto et al., 1992). Desde então, muitos estudos têm empregado o genoma 

mitocondrial como uma ferramenta para discriminação entre espécies e populações (Sorensen 

et al., 1998). Marcadores moleculares derivados do genoma mitocondrial têm sido amplamente 

utilizados para discriminação intraespecífica dentre os demais grupos de helmintos, como 

Taenia spp. (Gasser et al., 1999), Echinostoma spp. e Schistosoma spp. (Poon et al., 2017) e 

Trichuris spp. (Callejon et al., 2013). 

Em um estudo realizado no Paquistão avaliando isolados de Echinococcus granulosus 

(Batsch 1786), duas regiões do genoma mitocondrial, o gene codificador para citocromo b e o 

gene para NAD5, foram analisadas a fim de verificar o grau de variabilidade genética da 

população de E. granulosus no país (Alvi et al., 2023). Nesse mesmo estudo foi relatado, pela 

primeira vez, o achado de E. granulosus resistentes aos BZs no Paquistão, no entanto, não houve 
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uma correlação entre a resistência aos BZs com os marcadores mitocondriais. O estudo de Cai 

e colaboradores (2022) investigou a prevalência de Echinococcus spp. em raposas e outros 

canídeos na China com base na amplificação de COI e NAD1, utilizando desse último marcador 

para descobrir qual genótipo de E. granulosus estava infectando esses hospedeiros. Demais 

estudos com cestódeos, como o de Khan e colaboradores (2021) citam a importância 

epidemiológica de avaliar esses marcadores mitocondriais na detecção de infecções por 

helmintos.  

Em cestódeos, o uso de marcadores mitocondriais é amplamente utilizado para estudos 

de genética populacional. Na China, foi reportado o primeiro caso de infecção por Taenia ovis, 

nunca antes descrita no país, com base em estudos de genética populacional analisando COI e 

NAD1 de cisticercos encontrados no esqueleto e na musculatura cardíaca (Shi et al., 2016). Em 

função desses achados, os autores utilizaram a técnica de Barcode para a identificação do gênero 

Taenia para a confirmação molecular da ocorrência de T. ovis infectando ovinos na China. O 

estudo de Bacelar e colaboradores (2022) foi pioneiro na identificação de sete haplótipos no 

gene COI de Oesophagostomum spp. infectando populações isoladas de suínos no Brasil.  

Para ancilostomídeos, existem alguns estudos utilizando de marcadores mitocondriais, 

como o estudo de Zhan e colaboradores (2001) que utilizaram o gene COI para a identificação 

espécie específica de ancilotomídeos antroponóticos, o A. duodenale e N. americanus. Isso 

ressalta a relevância epidemiológica desses marcadores no diagnóstico diferencial da 

ancilostomíase. O estudo de Xu e colaboradores (2021) utilizou o mesmo gene como alvo para 

o diagnóstico de N. americanus na China. 

Diante dessa situação, a análise do genoma mitocondrial assume um papel crucial, 

principalmente em decorrência da sua aplicação em estudos acerca da epidemiologia de 

parasitoses. A ancilostomíase é um desafio para a saúde pública, sendo uma doença 

negligenciada e debilitante. Isso realça a importância de investigar o genoma mitocondrial 

desses parasitos como uma ferramenta valiosa para compreender sua diversidade e 

disseminação. 

A abordagem One Health torna-se ainda mais relevante nesse cenário justamente por 

abranger todos os elementos essenciais para o controle de parasitoses, como a saúde humana, 

animal e o ambiente em que todos estão imersos. Isso destaca que doenças como a 

ancilostomíase, por ser uma zoonose, não se limitam apenas aos seres humanos, mas têm 

implicações em populações animais e no meio ambiente, e que uma abordagem integrada é 

fundamental para prevenir, monitorar e controlar efetivamente essas relações.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Em recente trabalho do nosso grupo, foi isolada uma cepa de A. ceylanicum resistente 

ao albendazol por meio de pressão seletiva com esse fármaco. Durante a investigação das bases 

genéticas dessa resistência, foram realizadas buscas por polimorfismos no gene codificador da 

β-tubulina isotipo 1, conhecido por sua associação com a resistência ao albendazol em vários 

nematódeos de ruminantes. Essa análise revelou a presença do SNP no códon 198, que estava 

consistentemente presente em todos os vermes analisados após a seleção da cepa. 

Adicionalmente, após várias passagens da cepa em hamsters, foi identificado um novo 

SNP no códon 200. Essa alteração só foi detectada após a quarta passagem sob pressão do 

fármaco, e ocorreu em heterozigose em cerca de 5,5% dos vermes. Esses achados iniciais 

forneceram dados importantes e levantaram questões fundamentais. Primeiramente, a presença 

do SNP no códon 200 apenas em heterozigose após passagens subsequentes sob pressão 

farmacológica sugere uma possível relação entre a frequência desse SNP e a intensidade da 

pressão seletiva exercida pelo tratamento com albendazol. Além disso, o fato de a cepa 

apresentar o SNP no códon 198 em 100% dos vermes analisados e observado um aumento 

proporcional na frequência de homozigotos à medida que a cepa era submetida a múltiplas 

passagens sob tratamento farmacológico levanta questões intrigantes sobre a estabilidade 

genética da resistência. 

Diante dessas descobertas, duas questões cruciais foram formuladas: 1. Seria possível 

que a cepa resistente pudesse eventualmente reverter seu perfil de resistência e se tornar sensível 

ao albendazol após um longo período sem pressão de fármaco? Em segundo lugar, como se 

apresentaria o perfil genotípico da cepa resistente após anos de isolamento sem tratamento com 

o fármaco? 

As respostas à essas perguntas não apenas aprofundarão a compreensão da dinâmica da 

resistência a medicamentos em nematódeos, mas também podem revelar dados importantes 

para o desenvolvimento de estratégias inovadoras de tratamento para a ancilostomíase e outras 

infecções por helmintos. Além disso, a identificação de novos marcadores genéticos pode servir 

como uma base sólida para o desenvolvimento de novas formulações anti-helmínticas. 

Adicionalmente, a avaliação do status da cepa resistente quanto à sua resistência ao 

albendazol após quatro anos de isolamento é essencial, uma vez que o genótipo de resistência 

pode estar acompanhado de outras alterações que impactam a biologia do parasito.  
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É importante mencionar que a seleção natural de cepas de nematódeos resistentes a 

benzimidazóis em ambientes naturais tem sido associada à diminuição da diversidade genética 

nas populações. No entanto, essa correlação é frequentemente dificultada pela interação entre 

diferentes populações em campos abertos. A cepa resistente isolada por nosso grupo de pesquisa 

apresenta uma vantagem única para estudos comparativos de variabilidade genética, uma vez 

que, tanto a cepa resistente quanto a cepa selvagem estão completamente isoladas em um 

ambiente de laboratório. 

Os marcadores mitocondriais, como COI e NADI, são amplamente utilizados para 

análises de variabilidade em estudos de genética populacional. Os genes mitocondriais 

acumulam mutações em uma taxa relativamente constante ao longo do tempo comparado com 

o genoma nuclear, tornando-os especialmente adequados para rastrear eventos evolutivos em 

escalas temporais. Assim, este projeto de pesquisa permite aprofundar a compreensão da 

resistência à fármacos, investigar a estabilidade genética dessa resistência ao longo do tempo e 

explorar as implicações fenotípicas e genotípicas associadas a essa adaptação. Além disso, 

oferece a oportunidade de contribuir para o desenvolvimento de abordagens mais eficazes no 

combate à ancilostomíase e outras infecções por helmintos. 
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3. OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral 

 

 Analisar a variabilidade molecular intrapopulacional de uma cepa de A. ceylanicum 

resistente ao albendazol, em comparação com a cepa selvagem. 

3.2 Objetivos específicos  

 

● Avaliar a variabilidade genética de duas cepas isoladas de A. ceylanicum, uma 

selvagem e uma resistente ao albendazol, utilizando os marcadores 

mitocondriais COI e NAD1; 

● Determinar a frequência de SNPs para os códons 198 e 200 do gene codificador 

da β-tubulina isotipo 1 da cepa resistente após quatro anos de manutenção em 

laboratório; 

● Avaliar fenotipicamente a cepa de A. ceylanicum resistente após quatro anos do 

seu isolamento. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Considerações éticas 

 O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Minas Gerais, sob número de protocolo 25/2019. 

4.2 Amostras de estudo  

4.2.1 Seleção da cepa resistente  

  

A cepa de A. ceylanicum resistente foi obtida a partir de uma cepa selvagem (Medeiros 

et al., 2022). Inicialmente, as L3 da cepa selvagem foram submetidas a um tratamento in vitro, 

como forma de pré-selecionar espécimes com algum nível de resistência. A partir desse 

procedimento, por meio de passagens sucessivas de L3 em hamsters e com o aumento gradual 

da dosagem de albendazol, foi possível obter a cepa resistente, de maneira que, após quatro 

passagens, a cepa sobreviveu a uma sobredose do medicamento, enquanto, paralelamente, todos 

os vermes da cepa selvagem eram eliminados. O isolamento da cepa resistente ocorreu em 2019 

e vem sendo mantida em passagens sucessivas em hamsters desde então, sem novos desafios 

de tratamento.  

4.2.2 Amostragem 

 

As amostras de DNA extraído de vermes adultos machos individuais de A. ceylanicum 

de cada etapa de infecção até a seleção bem-sucedida da cepa foram armazenadas em freezer 

na temperatura de -20ºC no Laboratório de Parasitologia Molecular ICB/UFMG. Essas 

amostras foram utilizadas previamente para estudos de varredura de SNPs no gene da β-tubulina 

isotipo 1 (Medeiros et al., 2022).  

 Para comparação do caráter genotípico desde quando a cepa foi selecionada e os dias 

atuais, vermes de infecções mais recentes foram recuperados para posteriores análises 

moleculares dos marcadores mitocondriais COI e NAD1 e do gene codificador da β-tubulina 

isotipo 1. A Tabela 1 mostra todas as amostras utilizadas para o presente estudo, bem como sua 

respectiva passagem. 
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Tabela 1: Amostras utilizadas para o estudo para os marcadores mitocondriais, COI e NAD1, e para o 

gene codificador da β-tubulina isotipo 1.  

 

 

 

4.3 Manutenção da cepa de A. ceylanicum  

4.3.1 Tratamento profilático  

  

Paralelamente à manutenção da cepa selvagem de A. ceylanicum, desde o seu isolamento inicial, 

a cepa resistente vem sendo mantida em hamsters sírios (Mesocricetus auratus) fêmeas, com 

idade de quatro a seis semanas, mantidos em biotério com temperatura e umidade controladas. 

Assim que os animais chegam ao biotério, é feito um tratamento profilático com 0,4 mg/200μL 

de albendazol a fim de eliminar quaisquer parasitos que possam interferir nos experimentos 

subsequentes.  

4.3.2 Infecção dos hamsters com a cepa de A. ceylanicum  

  

Para manutenção das cepas, a cada mês foi realizada uma nova infecção de grupos de 

animais. A cada infecção foram infectados dois grupos com 20 hamsters no total, sendo um 
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grupo composto por doze hamsters infectados com larvas da cepa selvagem, e outro grupo com 

oito hamsters infectados com larvas da cepa resistente. Os hamsters foram infectados por via 

oral com o auxílio de uma agulha de gavagem com, aproximadamente, 75 L3 em 200 μL de 

água, por hamster.  

4.3.3 Preparo das coproculturas e recuperação de larvas  

  

Assim que a infecção atingiu o período pré-patente, no 18° DPI, os animais foram 

colocados para a coleta de fezes durante o período noturno por cerca de 14 horas. As fezes 

foram recolhidas na manhã seguinte com o auxílio de um palito de madeira, armazenadas em 

um recipiente com cerca de 2 mL de água para amolecer e homogeneizar. Posteriormente, foi 

adicionada vermiculita nas fezes, na proporção de 2:1, o frasco foi identificado e coberto por 

gaze e incubado em estufa na temperatura de 27°C por 7 dias. Após esse período, foi realizada 

a recuperação das larvas infectantes pelo método de Rugai (1954). A mistura de fezes com a 

vermiculita foi envolta em gaze dobrada em 8, esse conteúdo foi submerso em um cálice de 

vidro de 250 mL contendo água pré-aquecida a 45 ºC, ficando em repouso por, no mínimo, 2 

horas. Após esse intervalo, a coprocultura envolvida na gaze foi removida do cálice e o líquido 

transferido para um tubo de plástico tipo Falcon de 50 mL. O material foi centrifugado a 1000 

xg por 1 minuto, o sobrenadante descartado até um volume aproximado de 10 mL e a 

concentração de larvas L3 necessárias à infecção (+/-75 L3/200μL) ajustadas com o auxílio de 

um microscópio estereoscópico. Logo após esse processo, foi feita a infecção dos hamsters, 

conforme foi descrito no item 4.3.2.  

4.3.4 Eutanásia, necrópsia e recuperação de vermes adultos  

 

Para recuperação de vermes adultos, os hamsters infectados com A. ceylanicum foram 

sacrificados com sobredose de anestésico (45 mg/kg de solução de cloridrato de xilazina e 240 

mg/kg de ketamina) por volta do 30º DPI, via intraperitoneal e após jejum noturno. Os animais 

foram colocados de decúbito dorsal, a cavidade abdominal aberta longitudinalmente, o intestino 

delgado retirado e dissecado em placa de Petri contendo PBS 0,15M pH 7,4. Os vermes foram 

recuperados diretamente da mucosa intestinal, separados por sexo e contabilizados. Os vermes 

machos foram conservados individualmente em tubo de poliestireno tipo eppendorf de 1,5mL, 

em freezer -20ºC, para posteriores análises moleculares.  
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4.3.5 Teste fenotípico de resistência 

 

Para avaliar a resistência da cepa, foram realizados testes in vivo com a cepa resistente 

de A. ceylanicum em dois momentos: após três anos e meio e após quatro anos da seleção da 

cepa.  

Os grupos de seis animais infectados tanto com a cepa sensível quanto com a cepa 

resistente foram tratados no 20º DPI. A dosagem utilizada para tratamento foi de 0,3 mg de 

ABZ, a qual, nos experimentos de Medeiros e colaboradores (2022) foi considerada a sobredose 

máxima de medicamento que a cepa resistente conseguiu sobreviver, em comparação com a 

cepa selvagem, que teve a dosagem de 0,2 mg de ABZ considerada esterilizante nas análises 

iniciais. Os animais foram eutanasiados no 30º DPI, os vermes recuperados do intestino 

delgado, separados por sexo e armazenados a - 20°C para futuras amplificações das regiões dos 

códons 198 e 200 do gene da β-tubulina isotipo 1. Para controle, foi separado um grupo 

composto por 6 animais para cada cepa. 

4.4 Extração de DNA  

 

Os vermes machos foram armazenados, individualmente, em um tubo tipo eppendorf 

de 1,5 mL e acondicionados em freezer -20ºC.  O DNA dos 78 vermes obtidos foi extraído de 

acordo com o Protocolo de Extração de DNA do Laboratório de Parasitologia Molecular do 

ICB/UFMG, descrito a seguir. Nos tubos contendo os vermes, foram adicionados 200 μL de 

tampão de lise (50 mM de EDTA, 100 mM de Tris-HCl pH 7,4, 100 mM de NaCl e SDS 10%). 

O verme foi triturado com o auxílio de um pistilo de vidro, previamente esterilizado, em seguida 

foi adicionado mais 200 μL do tampão de lise. Foi adicionado ao tubo 2 μL de proteinase K (20 

μg/μL), seguido de incubação em banho seco a 65 ºC por 30 minutos. Decorrido esse período, 

foram adicionados 400 μL de clorofórmio: álcool isoamílico (proporção 24:1) e a amostra 

centrifugada por 12000 xg a 25ºC por 5 minutos. Com o auxílio de uma pipeta, a fase superior 

foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, adicionados 4 μL de RNAse (100 μg/μL) 

(Invitrogen) e o tubo incubado em banho seco a 65 ºC por 30 minutos. Na etapa seguinte, os 

passos anteriores, de adição de clorofórmio: álcool isoamílico, centrifugação e transferência da 

fase superior para um novo tubo foram repetidos. Em seguida foram adicionados 400 μL de 

isopropanol, o material foi homogeneizado, centrifugado por 14.000 xg a 4ºC por 30 minutos e 

o sobrenadante descartado vertendo totalmente o conteúdo do tubo. Foram adicionados 400 μL 

de etanol 70%, seguida de centrifugação por 12000 xg a 4ºC por 10 minutos, e o sobrenadante 
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novamente descartado. Novamente foram adicionados 400 μL de etanol 70%, a amostra 

centrifugada e o sobrenadante descartado. Por fim, o DNA foi ressuspenso em 10 μL de água 

milli-Q, sua concentração foi determinada por espectrofotometria através do aparelho 

NanoDropLite™ (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), com posterior armazenamento a 

4ºC. A qualidade do DNA foi determinada com base na relação de absorbância 260/280 para 

determinar a pureza do material. 

4.5 Iniciadores utilizados para amplificação 

 

Os iniciadores foram desenhados com base na sequência de nucleotídeos do Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) sob o número de acesso NC_035142.1 para o gene de 

NAD1 de A. ceylanicum. Os iniciadores (Quadro 1) foram validados utilizando o software 

BLAST (http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para garantir o caráter espécie-específico. O 

amplicon resultante da amplificação com o uso desses iniciadores gera um fragmento de 503 

pb. Foi padronizada uma PCR de gradiente de temperatura com o intuito de identificar qual 

temperatura de anelamento seria mais eficiente para amplificação do alvo. A temperatura de 

55ºC demonstrou ser a ideal.  

Para o gene COI, foram usados os iniciadores descritos por Folmer e colaboradores 

(1994) os quais produzem um fragmento de aproximadamente 705pb. No Quadro 1, são 

apresentados os iniciadores para os marcadores NAD1 e COI. Os iniciadores utilizados para 

amplificação dos códons 198 e 200 foram desenhados por Furtado e colaboradores (2019). As 

sequências dos iniciadores para o gene da β-tubulina isotipo 1estão representadas no Quadro 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.thermofisher.com/br/pt/home/products-and-services/promotions/nanodrop-up.html
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Quadro 1: Iniciadores utilizados para amplificar os marcadores mitocondriais de A. 

ceylanicum  

 

4.6 PCR (Reação em cadeia da polimerase) 

 

4.6.1 Amplificação do gene Citocromo C Oxidase Subunidade 1– COI e NAD1 

 

As PCRs para amplificação dos marcadores COI e NAD1 foram realizadas 

individualmente, em reações de 30 μl contendo 15 μl de GoTaq Mastermix Colorless (Promega, 

Estados Unidos), 1,2 μl de cada iniciador (com concentração final de 0,4 μM cada), 3 μl de 

DNA (~30ng) e 10,8 μl de água ultrapura. As amplificações ocorreram em um termociclador 

(Mastercycler®-EPPENDORF). Para COI, as amostras foram submetidas aos seguintes 

parâmetros: 95ºC por 5 min. para desnaturação inicial da dupla fita de DNA genômico, seguido 

de 30 ciclos a 95ºC por 1 min, 50ºC por 1 min, 72ºC por 1 min e um passo final de extensão à 

72ºC por 8 min. Para NAD1, foi utilizado o seguinte programa: 95ºC por 5 min. para 

desnaturação inicial da dupla fita de DNA genômico, seguido de 30 ciclos a 95ºC por 1 min, 

55ºC por 1 min, 72ºC por 45s e um passo final de extensão à 72ºC por 8 min. Os respectivos 

amplicons foram visualizados em eletroforese de gel de agarose 0,8% corados com GelRed® 

(Biotium, Estados Unidos). 

Em todas as reações realizadas, foram incluídos controle positivo (DNA genômico de 

A. ceylanicum) e branco (água) para avaliar a presença e/ou ausência de possíveis 

Marcador Iniciador Sequência (5’→ 3’) 
Temperatura de 

Anelamento (ºC) 
Amplicon (pb) 

NAD1 

NAD1Acey

F 

ACA AAA TCG TTT 

AGG TCC AAC A 
56,5 

503 

NAD1Acey

R 

ACT CCC TTT CAC 

CTT CAG CA 
58,9 

COI 

LCO1490 
GGT CAA CAA ATC 

ATA AAG ATA TTG G 
50,5 

705 

HCO2198 

TAA ACT TCA GGG 

TGA CCA AAA AAT 

CA 

55, 3 
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contaminantes ou inibidores durante o processo de extração de DNA e/ou preparação das 

reações de PCR.  

4.6.2 Amplificação da região compreendendo os códons 198 e 200 do gene codificador da β-

tubulina isotipo 1 

 

 Para a amplificação dos códons 198 e 200 do gene codificador da β-tubulina isotipo 1 

de A. ceylanicum foi realizada uma PCR- Nested. Para a primeira reação, foram adicionados 

5μl de GoTaq Mastermix Colorless (Promega, Estados Unidos), 0,2 do mix de iniciadores 

(10μM), 3,8μl de água ultrapura e 1μl de DNA (~30ng). 

Para a segunda reação, foram adicionados 15μl de GoTaq Mastermix Colorless 

(Promega, Estados Unidos), 0,6μl do mix de iniciadores (10μM), 11,4μl de água ultrapura e 3μl 

do produto amplificado resultante da primeira reação. A reação de amplificação do gene da β-

tubulina isotipo 1 de A. ceylanicum está ilustrada na Figura 4. Os amplicons foram visualizados 

em gel de agarose 0,8%.  

Figura 4: Representação esquemática de amplificação por PCR Nested de uma região do gene da 

β-tubulina isotipo 1 de A. ceylanicum. Na primeira reação, os iniciadores externos geram um amplicon 

de 424pb. O produto da 1ª reação é utilizado para uma segunda reação com iniciadores internos que 

geram um amplicon de 308pb. 
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Quadro 2: Sequência de nucleotídeos dos iniciadores utilizados para amplificar os códons 

198 e 200 do gene da β-tubulina isotipo 1 de Ancylostoma ceylanicum. 

Iniciador Sequência (5’→ 3’) Temperatura de 

desnaturação (ºC) 

Amplicon (nts) 

Fa198/200Ay TGT TCC TAA AAA GGG 

GTC GGG 

57 424 pb (1ª reação) 

 

Ra198/200Ay AAG CGA AGG CAG GTA 

GTG AC 

57 

Fc198/200Ay GCA GTC CAC GTT CCT 

GCT TA 

57 308 pb (2ª reação) 

 

Rc198/200Ay ACC GGA CAT TGT TAC 

AGA CAC T 

57 

 

4.7 Eletroforese  

 

Para a confirmação da amplificação, os produtos de PCR foram submetidos eletroforese 

em gel de agarose com suas respectivas concentrações (1% para COI e 0,8% para NAD1 e β-

tubulina isotipo 1) com tampão TAE (Tris-Acetato EDTA) 0,5X e corado com GelRed® 

(Biotium, Estados Unidos).  

Na primeira canaleta do gel foram dispensados 5 μL de marcador de peso molecular (1 

Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen, Estados Unidos), nas canaletas seguintes foram aplicados o 

controle positivo (DNA genômico obtido de verme adulto de A. ceylanicum), as amostras e, por 

fim, o controle negativo (água ultrapura no lugar do DNA). Em cada canaleta, foi aplicado um 

volume de 5 μL de amostra, 1 μL de tampão de amostra 6X e 1 μL de GelRed® 400X. As 

amostras correram no gel sob uma voltagem de 100V durante 30 minutos. O gel foi visualizado 

em transiluminador de luz ultravioleta acoplado com uma câmera. As imagens capturadas 

foram analisadas e arquivadas. 

4.8 Purificação do DNA 

 

Os produtos de PCR foram purificados com PEG (Promega, Estados Unidos) (20% 

polietilenoglicol 8.000 em solução de NaCl 2,5 M). A precipitação com o sistema PEG foi 
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realizada misturando, em um tubo de microcentrífuga de 0,5 mL, 1 volume do produto 

amplificado (geralmente 25 μL) com 1 volume de PEG 20%, seguida de uma intensa 

homogeneização em vórtex. Posteriormente, foi realizada uma centrifugação a 13.000 xg, a 25 

ºC por 45 min, com o subsequente descarte do sobrenadante e adição de 125 μL de etanol 80%. 

Foi realizada uma centrifugação a 13.000 xg, a 25 ºC por 15 min, o sobrenadante foi descartado 

e foi adicionado ao tubo o mesmo volume de etanol 80% e o tubo centrifugado sob os mesmos 

parâmetros para retirada do excesso de sal. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

redissolvido em 12 μL de água ultrapura. O material foi dosado, em duplicata, através de 

espectrofotômetro NanoDropLite™ (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) e armazenado 

a -20 °C. 

 

4.9 Sequenciamento 

 

O sequenciamento foi realizado seguindo o método descrito originalmente por Sanger 

e colaboradores (1977). As reações de sequenciamento foram feitas utilizando o BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Estados Unidos) em um volume 

final de 10 µL contendo 1 µL do iniciador direto ou reverso (10 µM), 1 µL de produto de PCR 

purificado (5-20 ng para fragmentos de 500-1000 pb), 5,5 µL de água ultrapura e 2,5 µL de 

BigDye. As corridas foram feitas em capilares de 50 cm utilizando o polímero POP7. As 

sequências foram analisadas pelo software Sequencing Analysis 5.4 utilizando o Base Caller 

KB. Cada amostra foi sequenciada no sentido direto e reverso.  

4.10 Análise de dados  

 

A análise do cromatograma foi feita utilizando o software ChromasPro (Technelysium, 

Austrália). Para o alinhamento e análise das sequências, foi utilizado o software MEGA (versão 

11.0.13) e as filogenias foram construídas com o método Máxima Verossimilhança, do inglês 

“Maximum Likehood” no mesmo programa. As amostras que apresentaram variabilidade 

nucleotídica foram traduzidas no mesmo software e observado se houve alteração no 

aminoácido codificado da trinca mutada. Adicionalmente, foi realizada a inferência bayesiana 

no software Mr.Bayes versão 3.2.7, seguindo o modelo GTR+1 Markov Chain Monte Carlo 

para os marcadores mitocondriais, seguindo o método de Hayasaka e colaboradores (1988) por 

2.000.000 gerações de árvores filogenéticas. A partir dos dados gerados por esse software, 

foram construídas filogenias no programa FigTree versão 1.4.4. 

https://www.thermofisher.com/br/pt/home/products-and-services/promotions/nanodrop-up.html
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5. RESULTADOS 

5.1 Análise parcial do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase Subunidade 1 (COI) 

5.1.1 Amplificação, purificação e sequenciamento 

 

As amostras de DNA genômico das diferentes passagens para o isolamento e depois 

para a manutenção das cepas resistente e selvagem, conforme mostrado na Tabela 1,  foram 

amplificadas por PCR conforme parâmetros estabelecidos previamente no item 4.6.1. O produto 

de PCR para amplificação de COI corresponde a um fragmento de aproximadamente 705pb. 

Através de corrida eletroforética em gel de agarose 1%, das 44 amostras, foram observadas 

amplificações em 34. Na Figura 5 é mostrado um gel representativo contendo produtos dessa 

amplificação. 
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Figura 5: Gel representativo da amplificação da região do gene COI utilizando DNA genômico de 

vermes machos adultos de A. ceylanicum. PM = 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), CP = controle 

positivo,B = branco (água ultrapura). O produto de PCR foi visualizado em gel de agarose 1%, com 

amplicon esperado de 705pb. 

 

Os inicadores LCO1490 e HCO2198 foram eficientes no sequenciamento das amostras 

de COI de A. ceylanicum, permitindo a obtenção de fragmentos de até 700 pb. Porém, amostras 

que apresentaram padrões semelhantes de intensidade de banda no gel de agarose e na dosagem 

pós purificação apresentaram qualidades distintas no sequenciamento. Algumas amostras, 

mesmo após repetições no sequenciamento, não produziram sequências consenso superiores a 

600 pb. As amostras foram sequenciadas tanto no sentido direto quanto no reverso, ambas foram 

alinhadas em conjunto formando a sequência consenso entre ambas as fitas e, a partir dessa 

PM   CP   RM6   RM7    RM8   RM9 RM10  RM11 RM12 RM13  RM14  RM15  RM16  RM17 RM18  PM 

PM   RM19  RM20 RM21  RM22  RM23 RM24 RM25 RM26   B 

705pb 705pb 

705pb 705pb 

705pb 

PM   CP      1          2           3         4          5          6         7            8           9        10         11         12          13    PM 

PM    14       15         16        17         18       19          20          21           B 
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sequência resultante, as amostras foram plotadas no software MEGA. Sendo assim, ao realizar 

a edição da fita, retirando ambas as extremidades que ficaram com baixa qualidade, foi possível 

obter sequências de 612 pb, tais sequências foram alinhadas e submetidas à construção de árvore 

filogenética no MEGA pelo método Maximum Likehood (versão 11).  

Dentre as amostras, foram incluídas amostras da terceira, quarta e quinta infecções de 

quando a cepa resistente foi selecionada, em 2019, e amostras da cepa resistente e sensível de 

vermes recuperados da infecção de março de 2023. As amostras 36, 38, 39 e 40, todas da quarta 

infecção, apresentaram apenas um nucleotídeo diferente para cada, em comparação com as 

demais sequências, sendo que a amostra 36 apresentou a mesma alteração que a amostra 39 

(posição 389) e a amostra 38 apresentou a mesma alteração que a amostra 40 (posição 528), 

conforme demonstrado nas Figuras 6a e 6b. 

 

 

Figura 6a: Alinhamento das sequências de COI de A. ceylanicum. As amostras destacadas, 38 e 40, 

apresentaram uma diferença nucleotídica comparado com as demais sequências, uma troca de citosina 

por timina na posição 528 
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Figura 6b: Alinhamento de sequências do gene COI de A. ceylanicum. As amostras destacadas, 36 

e 39, apresentaram uma alteração no nucleotídeo 389, apresentando uma citosina onde, nas demais 

amostras, aparece uma timina. 

 

 

 As amostras de COI que apresentaram uma base nitrogenada diferente representam 

0,16% de variabilidade (1/612) comparado com as demais amostras, representando uma baixa 

diversidade intrapopulacional. 

As sequências que apresentam variabilidade nucleotídica foram traduzidas a fim de 

verificar se as proteínas resultantes seriam diferentes. Para as amostras 38 e 40, o códon AAT 

que codifica o aminoácido asparagina, passou a ser AAC, codificando uma asparagina, 

configurando uma mutação silenciosa.  As amostras 36 e 39, o códon AGT que codifica uma 

serina, passou a ser AGC, codificando uma serina, configurando, também, uma mutação 

silenciosa. 
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5.1.2 Análise filogenética  

 

Para a avaliação da proximidade dessas amostras de diferentes gerações e de fenótipos 

diferentes em relação à porcentagem de alelos contendo SNPs para o códon 198 ao longo das 

passagens, foi construída uma árvore filogenética (Figura 7) com uma sequência de uma 

amostras “TIPO” (a qual representa a maior parte das amostras - amostra 25); amostras “TIPO” 

que apresentaram polimorfismo (36 e 38) e com sequências de outros ancilostomídeos, a 

sequência de um exemplar de A. ceylanicum da China depositada no Genbank (sob o nº de 

acesso NC035142.1), A. caninum  (sob nº de acesso NC012309.1), A. tubaeforme (sob nº de 

acesso NC034289.1), A. duodenale (sob nº de acesso NC003415.1), N. americanus (sob nº de 

acesso NC003416.2) e Trichostrongylus axei (sob nº de acesso NC013824.1) como grupo 

externo. 
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Figura 7: Árvore filogenética construída para as amostras de A. ceylanicum utilizando a região do 

gene COI como marcador genético. A construção desta filogenia foi realizada através do método de 

Maximum Likehood, utilizando o software MEGA v.11.0.13.  

 

 Os valores de bootstrap do agrupamento das amostras confirmam a confiabilidade da 

topologia da árvore. Os valores de bootstrap correspondem a cobertura particular do clado após 

inúmeras replicatas da filogenia, sendo 100% o maior nível de confiabilidade (Russo; Selvatti, 

2018). As amostras em questão foram submetidas a 1.000 replicatas, a fim de aumentar a 

confiabilidade do agrupamento encontrado.   

 Para a confirmação, foi construída outra árvore filogenética (Figura 8) com demais 

sequências do gene COI de A. ceylanicum depositadas no Genbank de diferentes localidades 
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geográficas para averiguar a semelhança nucleotídica entre indivíduos de diferentes populações 

e Trichostrongylus axei (sob nº de acesso NC013824.1), como grupo externo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Árvore filogenética construída para as amostras de A. ceylanicum utilizando a região do 

gene COI como marcador genético comparando com demais sequências do gene depositadas no 

GenBank. A construção desta filogenia foi através do método de Máxima Verossimilhança e o 

programa utilizado foi o MEGA v.11.0.13. A sequência LC533327.1 é originária da Tailândia, 

LC271184.1 do Japão, MW008727.1 do Mianmar, OP077312.1 de Grenada, MK792835.1 da Malásia, 

KF896598.1 e KF896604.1 do Camboja e AJ407937.1 da Austrália. 

 

Conforme é possível observar na árvore da Figura 8, as sequências do gene COI obtidas 

a partir do presente estudo foram agrupadas juntas e as demais, de diferentes localidades, foram 

agrupadas em outros ramos, demonstrando a diversidade genética que pode ser observada nesse 

marcador mitocondrial, principalmente em amostras de campo. Vale ressaltar que as sequências 

passaram por edição para todas terem o mesmo tamanho (301pb).  
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Quanto à inferência bayesiana, foi construída uma filegenia (Figura 9) e, conforme é 

possível observar, os resultados foram bem semelhantes ao se comparar com a filogenia com 

base no método de Máxima Verossimilhança.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Árvore filogenética construída a partir da inferência bayesiana para a região do gene 

COI de A. ceylanicum. A construção desta filogenia foi realizada utilizando o software Mr.Bayes 

v.3.2.7. 

5.2 Amplificação parcial do gene mitocondrial NAD1 

5.2.1 Amplificação, purificação e sequenciamento  

 

Todas as amostras de DNA genômico foram amplificadas por PCR, conforme os 

parâmetros discorridos no item 4.6.1 O produto de PCR para amplificação de NAD1 

corresponde a um fragmento de aproximadamente 503pb. Através de corrida eletroforética em 

gel de agarose 0,8%, das 44 amostras, foram observadas amplificações em 36. Na Figura 10 é 

mostrado um gel representativo contendo produtos dessa amplificação. 
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Figura 10: Amplificação da região do gene NAD1 utilizando DNA genômico de vermes machos 

resistentes de A. ceylanicum. PM = 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), CP = controle positivo, B = 

branco (água ultrapura). O produto de PCR foi visualizado em gel de agarose 0,8% e o produto 

amplificado gera um fragmento de 503pb.  

 

 Os iniciadores foram eficientes no sequenciamento das amostras e permitiram a 

obtenção de sequências de até 500 pb, porém, devido à baixa qualidade já esperada nas 

extremidades da fita, ambas foram retiradas e descartadas, resultando num fragmento de 398 

pb. Essas sequências foram alinhadas e submetidas à construção de uma árvore filogenética 

utilizando o método Máxima Verossimilhança no software MEGA v11.0.13.  

 As sequências obtidas foram provenientes da terceira, quarta e quinta infecções do 

processo para a seleção da cepa resistente e, assim como para as amostras usadas para COI, 

foram também analisadas amostras da cepa resistente da infecção de março de 2023 e da cepa 

selvagem para atuar como controle. Dentre essas amostras, somente uma amostra da quarta 

infecção (amostra 46) apresentou polimorfismo, sendo identificado uma citosina onde, nas 

demais, é encontrada uma adenina na posição 48 (Figura 10) e trata-se de uma variabilidade de 

0,25% (1/398). A sequência que apresentou polimorfismo foi traduzida e o códon ACT que 

codifica treonina, passou a ser CCT, codificando uma prolina, configurando uma mutação não 

silenciosa. 

 PM   CP      1          2           3         4          5          6         7            8           9        10         11         12          13    PM 

PM     RM 14  RM15  B 

503pb 

503pb 

PM   CP      1          2           3         4          5          6         7         8           9        10         11         12     13      PM 
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Figura 11: Alinhamento de sequências do gene NAD1 de A. ceylanicum. A amostra destacada, 46, 

apresentou uma alteração no nucleotídeo, apresentando uma citosina onde, nas demais amostras, aparece 

uma adenina na posição 48. 

5.2.2 Análise filogenética 

 

Para a avaliação da proximidade das amostras de diferentes gerações e diferentes 

fenótipos, foi construído uma árvore filogenética (Figura 12) com amostras “tipo” (amostra 25), 

a amostra que apresentou diferença nucleotídica ( amostra 46) sequência de A. ceylanicum da 

China depositada no Genbank (sob o nº de acesso NC035142.1), A. caninum  (sob nº de acesso 

NC012309.1), A. tubaeforme (sob nº de acesso NC034289.1), A. duodenale (sob nº de acesso 

NC003415.1), N. americanus (sob nº de acesso NC003416.2) e T. axei (sob nº de acesso 

JX272234.1) como grupo externo e as sequências foram submetidas à 1.000 replicatas.  
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Figura 12: Árvore filogenética construída para as amostras de A. ceylanicum utilizando a região 

do gene NAD1 como marcador genético. A construção desta filogenia foi utilizando o método de 

Máxima Verossimilhança e o programa utilizado foi o MEGA v.11.0.13.  

 

Em relação à inferência bayesiana para NAD, a filogenia (Figura 12) apresentou um 

padrão semelhante para as sequências do presente estudo, bem como para as demais, ao se 

comparar com o método de Máxima Verossimilhança, corroborando ainda mais a semelhança 

filogenética entre as amostras em questão em virtude de um valor alto de bootstrap. 
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Figura 13: Árvore filogenética construída a partir da inferência bayesiana para a região do gene 

NAD1 de A. ceylanicum. A construção desta filogenia foi realizada utilizando o software Mr.Bayes 

v.3.2.7. 

 

As sequências idênticas foram submetidas ao BLAST e apresentaram 100% de 

identidade com a sequência de n º de acesso AP017674.1, originária do Japão e 98,16% de 

identidade com as sequências sob nº de acesso NC035142.1 e KY640299.1, ambas originárias 

da China. A amostra 46, amostra que apresentou uma base nitrogenada diferente, apresentou 

98,2% de identidade com a sequência AP017674.1 e 96,4% de identidade com as sequências 

NC035142.1 e KY640299.1. 

O valor de bootstrap do agrupamento das sequências de A. ceylanicum foi relativamente 

alto, o que aumenta a confiabilidade deste agrupamento. O resultado da filogenia e do 

sequenciamento das amostras demonstra que, assim como para o gene COI, não apareceram 

mutações significativas nesta região do genoma mitocondrial da cepa, o que pode ser devido ao 

longo tempo que essa cepa foi isolada, não tendo a oportunidade de recombinações gênicas. 

Não foi possível construir uma outra árvore filogenética com sequências completas ou 

parciais do gene NAD1 de A. ceylanicum, visto que existem, até a data deste estudo, apenas três 

sequências do genoma mitocondrial completo do parasito em questão (sequências sob nº de 

acesso NC035142.1, AP017674.1 e KY640299.1) e, ao realizar um BLAST, as sequências 

NC035142.1 e KY640299.1 ambas apresentam 100% de identificação entre si, enquanto a 
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sequência AP017674.1 apresenta 98,28% de identificação com as demais, encontrando 15 

nucleotídeos diferentes em uma sequência de 873 pb. 

5.3 Teste fenotípico   

5.3.1 Primeiro teste  

  

Conforme descrito no item 4.3.5, foi realizado um teste in vivo a fim de verificar a 

condição de resistência da cepa de A. ceylanicum mantida em laboratório três anos e meio após 

a seleção da cepa acerca da infecção de novembro de 2022. Após a infecção e acompanhamento 

de dois grupos de hamsters, foram recuperados 166 vermes do grupo infectado com a cepa 

selvagem, e 238 vermes do grupo infectado com a cepa resistente. Os dados referentes à 

recuperação dos vermes estão disponíveis na Tabela 2.  

 

Tabela 2: Quantitativo de parasitos recuperados antes e após o tratamento com 0,3mg de 

albendazol dos hamsters infectados com as cepas sensível e resistente de A. ceylanicum três 

anos e meio após a seleção da cepa. O hamster que não apresentou vermes está destacado em 

vermelho. H: hamster. 

 

Cepa selvagem não tratado                    Cepa resistente não tratado   

H1     H2     H3     H4     H5    H6       Total                               H1    H2    H3    H4    H5    H6     Total 

32      15       41      18      27     33        166                                 31      9       19     27     23     18        127 

Cepa selvagem tratado                                                                 Cepa resistente tratado 

H1     H2    H3     H4      H5     H6     Total                                    H1     H2   H3    H4     H5    H6     Total 

0         0       0         0         0        0          0                                       0       27    33      5       36      10      111 

 

 Com os resultados obtidos com esse teste, é possível observar que não houve reversão 

do fenótipo de resistência ao ABZ da cepa até o período de três anos e meio após a seleção da 

cepa, visto que mesmo após o tratamento com a dose letal de albendazol para a cepa selvagem, 

ainda foram recuperados vermes da cepa resistente.  

 Após o primeiro teste fenotípico, especificamente na infecção de maio, tivemos 

problemas técnicos relativos à manutenção da temperatura da estufa na qual as coproculturas 
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se encontravam, não possibilitando a eclosão satisfatória das larvas e, consequentemente, foram 

recuperados um número inferior de larvas da cepa resistente, sendo necessário macerar o útero 

de vermes adultos fêmeas junto com as fezes para garantir um maior número de larvas. 

5.4 Sequenciamento do gene codificador da β-tubulina isotipo 1 após 4 anos de obtenção 

da cepa 

5.4.1 Amplificação e purificação 

 

As amostras de DNA genômico foram amplificadas por Nested-PCR conforme 

parâmetros estabelecidos no item 4.5.3. Foram amplificados o DNA de 25 vermes da cepa 

resistente obtidos de uma infecção de março de 2023. Na reação de amplificação foram 

utilizados um controle positivo (DNA genômico obtido de um pool de vermes de A. 

ceylanicum) e branco (água). Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 

0,8%. Um gel demonstrativo dessas análises pode ser observado na Figura 14.  
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Figura 14: Amplificação dos códons 198 e 200 do gene codificador da β-tubulina isotipo 1 

utilizando DNA genômico de machos adultos de A. ceylanicum. PM = 1Kb Plus DNA Ladder 

(Invitrogen), CP = controle positivo, B1 = branco da 1ª reação e B2 = branco da 2ª reação. O fragmento 

resultante da amplificação possui 308pb. 

5.4.2 Análise de SNPs nos códons 198 e 200    

 

Após a amplificação e purificação das amostras de β-tubulina isotipo 1, 30 amostras da 

cepa resistente foram sequenciadas. Adicionalmente, 10 amostras da cepa selvagem foram 

sequenciadas. Este procedimento teve como objetivo a comparação dos códons 198 e 200 em 

um contexto envolvendo a cepa resistente em momentos diferentes. Das 30 amostras da cepa 

resistente que foram sequenciadas, nenhuma apresentou mutação em nenhum dos códons 

analisados. Os mesmos resultados foram encontrados para a cepa selvagem. 

Complementarmente, para a confirmação do perfil obtido, foram sequenciadas mais 25 

amostras da cepa selvagem para a confirmação do perfil obtido e para excluir a possibilidade 

de troca entre as duas cepas.   

308pb 
308pb 

308pb 
308pb 
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Na Figura 15 estão representados os cromatogramas do sequenciamento de amostras da 

região dos códons 198 e 200 do gene codificador da β-tubulina isotipo 1 da cepa selvagem 

(15A), resistente (15B) e de uma amostra sequenciada quando a cepa resistente foi selecionada 

em 2019 (15C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Cromatogramas do sequenciamento dos códons 198 e 200 do gene codificador da β-

tubulina isotipo 1 para as cepas sensível e resistente de A. ceylanicum. A: Cromatograma de uma 

amostra da cepa resistente que não apresentou SNP no códon 198 (destacado em vermelho), 

apresentando o pico de adenina na segunda base, significando ausência de mutação; B: Cromatograma 

de uma amostra da cepa selvagem que não apresentou SNP no códon 198 (destacado em vermelho), 

apresentando pico de adenina na segunda base, significando ausência de mutação; C: Cromatograma de 

uma amostra da cepa resistente quando selecionada em 2019, apresentando um pico de citosina na 

segunda base GCG (destacado em vermelho), significando mutação homozigótica.  

 

É possível visualizar que não existe o pico de citosina (GCG) no códon 198, que indica 

códon mutado, nas amostras da cepa selvagem e resistente, indicando perda do alelo contendo 

SNPs nesse códon que, quando a cepa resistente foi selecionada, estava presente em 100% das 

A 

C 

B 
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amostras, em homozigose ou heterozigose. Nenhuma das amostras de ambas as cepas 

apresentaram SNP no códon 200, mutação identificada com uma frequência de 5,13% (5/94 

amostras) quando houve seleção da cepa (Medeiros, 2022). 

 

5.5 Realização do segundo teste fenotípico 

 

5.5.1 Segundo teste fenotípico 

Nesse teste, animais previamente infectados em julho de 2023 com a cepa resistente 

foram utilizados para verificar se vermes ainda seriam recuperados após o tratamento. Foram 

formados dois grupos, cada um composto por quatro hamsters infectados com a cepa resistente. 

Em um grupo, os animais foram submetidos ao tratamento, enquanto o outro grupo não foi 

tratado (controle não tratado). O segundo teste fenotípico confirmou os resultados do 

sequenciamento da cepa, uma vez que não houve a recuperação de vermes em nenhum dos 

animais tratados com albendazol da cepa “resistente”, conforme observado na Tabela 3. 

Concluímos que, devido às dificuldades encontradas na obtenção de larvas nas coproculturas 

anteriores, sendo as larvas obtidas oriundas de uma pequena quantidade de fêmeas, a cepa 

resistente foi perdida. 

Tabela 3: Quantitativo de parasitos recuperados antes e após o tratamento com 0,3mg de 

albendazol dos hamsters infectados com a cepa resistente de A. ceylanicum quatro após a 

seleção da cepa. Um animal de cada grupo sucumbiu antes do tratamento, destacados em 

vermelho. H: hamster.  

 

Cepa resistente não tratado                                                               Cepa resistente tratado 

H1     H2      H3     H4   Total                                                              H1     H2     H3    H4    Total 

20       25       18       0      63                                                                  0        0        0         0         0 
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6. DISCUSSÃO  

 

A ancilostomíase é considerada uma doença tropical negligenciada debilitante. A infecção 

crônica por ancilostomídeos pode acarretar algumas consequências a longo prazo, 

principalmente devido à hemorragia decorrente do processo de hematofagia e dilaceração 

causada no intestino (Bethony et al, 2011; Pearson et al., 2012). A anemia ferropriva e a queda 

nos níveis de hemoglobina de indivíduos infectados pode implicar em sintomas e manifestações 

clínicas mais severas em crianças e grávidas, visto que apresentam menor reserva de ferro, 

tornando-os mais vulneráveis em infecções por esses parasitos (Brooker et al., 2008).  

A estratégia de mitigação de geo-helmintoses adotada pela OMS visa eliminar a morbidade 

causada por essas doenças, desparasitando populações de risco com fármacos anti-helmínticos, 

principalmente o público mais acometido e com maiores chances de sequelas pós-infecção, 

como crianças em idade pré-escolar, escolares e mulheres em idade reprodutiva (Pilotte et al., 

2022). 

Em regiões endêmicas, o tratamento em massa de toda a população é aplicado usando 

modelos matemáticos preditivos (Truscott et al., 2016). Apesar de diminuir prevalência e 

intensidade de infecção, a administração do fármaco em massa pode levar à seleção de cepas 

que sejam resistentes ao tratamento. Existem vários estudos descrevendo a ocorrência da 

seleção de resistência para nematódeos de importância veterinária (Prichard, 2001; Kotze; 

Prichard, 2017; Soares et al., 2023). Para nematódeos de importância médica, existem inúmeras 

descrições de achados de parasitos que apresentam genótipo de resistência em amostras de 

campo, principalmente para geo-helmintos, como ancilostomídeos (Diawara et al., 2013; 

Furtado et al., 2014; Orr et al., 2019), A. lumbricoides (Zuccherato et al., 2018; Furtado et al., 

2019) e T. trichiura (Oliveira et al., 2022). 

 O presente estudo objetivou analisar a variabilidade de outros marcadores, além do 

gene codificador da β-tubulina isotipo 1 na cepa resistente ao ABZ, em comparação com a cepa 

selvagem. A escolha de marcadores mitocondriais para esta análise foi estrategicamente feita 

com base em várias considerações. Em primeiro lugar, os marcadores mitocondriais são 

frequentemente utilizados em estudos filogenéticos e de variabilidade genética devido às suas 

características únicas. Os genes mitocondriais tendem a acumular mutações em uma taxa 

constante ao longo do tempo, o que os torna particularmente úteis para rastrear eventos 

evolutivos em escalas temporais mais profundas (Xu et al., 2021). 
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No que tange os marcadores mitocondriais, COI e NAD1, a amplificação e 

sequenciamento das amostras foram bem-sucedidos, apesar da falha na amplificação de 

algumas amostras, podendo ter ocorrido falha no ensaio de PCR devido à baixa sensibilidade 

de iniciadores universais, como descrito por Ngui e colaboradores (2013) quando utilizaram 

iniciadores desenhados por Bowles e colaboradores (1992) e por Hu e colaboradores (2002), 

direcionados para a região do COI de nematódeos, para a amplificação da região COI de A. 

ceylanicum. Entretanto, isso não parece ser a causa no presente estudo, tendo em vista a alta 

conservação apresentada pelas sequências obtidas.  

Os estudos relacionando a resistência aos BZs e a variabilidade genética utilizando 

marcadores moleculares mitocondriais são escassos. Leignel & Humbert (2001) analisaram a 

variabilidade no genoma mitocondrial, em específico a região de NAD4, de populações de T. 

circumcincta sensíveis e resistentes aos BZs e, ao comparar os resultados, não observaram 

nenhuma diferença significativa na diversidade nucleotídica no genoma mitocondrial dessas 

populações. Os autores discorrem que, embora não tenha uma diferença significativa nesse 

marcador entre ambas as populações, o efeito gargalo pode ser intensificado numa população 

durante o processo de seleção da resistência ao fármaco. Os autores levantam a hipótese de que 

a conservação das variações no genoma quando os vermes são selecionados pode ocorrer pelo 

fato de o fármaco não eliminar todos os vermes sensíveis no hospedeiro e, consequentemente, 

no ambiente existirá larvas que não foram submetidas à pressão seletiva do fármaco, não 

carregando o genótipo de resistência para gerações seguintes. Esse fato também pode ter 

ocorrido em nossos experimentos, embora a nossa população não fosse uma população de 

campo, as fezes dos animais infectados eram recuperadas para a obtenção de larvas e a 

realização de novas infecções.  

Miranda (2007) cita que existem quatro fatores cruciais que explicam a estrutura 

genética populacional encontrada em populações de A. caninum, dentre esses i. a distância 

geográfica impede o fluxo gênico entre diferentes populações, ii. o fluxo gênico entre 

subpopulações, iii. a presença de subpopulações distintas com características que as tornam 

mais bem adaptadas à diferentes hospedeiros e iv. eventos genéticos adversos ocorrendo de 

maneira independente em cada subpopulação. O estudo em questão também sugere que o 

isolamento geográfico é um elemento responsável pela queda no fluxo gênico dessas 

populações e isso implica diretamente na baixa variabilidade genética encontrada em 

marcadores mitocondriais, como foi no caso do gene COI, reforçando a baixa diversidade 
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genética encontrada nos marcadores mitocondriais de A. ceylanicum analisados no presente 

estudo. 

O ambiente isolado de laboratório pode agir na população de A. ceylanicum da mesma 

maneira que o isolamento geográfico. Há uma queda na similaridade gênica entre duas 

populações de diferentes localidades à medida que a distância aumenta (Poulin; Krasnov, 2010). 

Isso tem implicações diretamente na diversidade genética encontrada no genoma mitocondrial 

de indivíduos de uma mesma população. 

 O estudo de Li e colaboradores (2004) avaliaram o gene COI a partir de 100 gerações 

de N. americanus mantidas em hamsters a partir de infecções naturais e compararam com 

amostras isoladas de campo e determinaram a variabilidade entre ambos. O resultado sugeriu 

que a diversidade genética entre as amostras de laboratório foi insignificante quando 

comparadas com a encontrada entre as amostras de campo, resultado também encontrado por 

Moser e colaboradores (2007); ao analisar o genoma mitocondrial de uma população de A. 

caninum mantida em ambiente de laboratório, por Rabelo e colaboradores (2017); ao comparar 

a variabilidade genética em microssatélites presentes no genoma de A. caninum entre amostras 

de diferentes localidades no Brasil e por Silva (2005) que amplificou uma região do gene COI 

para analisar a diversidade genética em A. braziliense em amostras coletadas de diferentes áreas 

geográficas no Brasil, encontrando uma diversidade nucleotídica de 15,5% nas sequências 

analisadas.  

Nos dados encontrados por Li e colaboradores (2004), os autores inferiram que, em 

razão da presença de apenas um haplótipo nos parasitos mantidos em laboratório, é provável 

que um efeito gargalo tenha ocorrido na população e isso fundamenta a perda de demais 

haplótipos no gene COI que estavam presentes na primeira geração da população. Os autores 

discutem que é improvável que o haplótipo resultante tenha sido selecionado e, provavelmente, 

o aumento da frequência se dá por conta do haplótipo resultante possivelmente estar atrelado 

com algum gene importante para o sucesso do parasitismo em hamsters. Nessa linha de 

raciocínio, nós também consideramos que poderíamos encontrar haplótipo nas diferentes 

passagens da cepa que pudessem ter sido selecionados, visto que poderiam estar associados à 

algum gene que conferisse essa seleção.  

 A baixa diversidade genética encontrada em COI e NAD1 da cepa selvagem e resistente 

de A. ceylanicum sugerem que a combinação do efeito gargalo, a deriva genética e ausência de 

fluxo gênico com populações do campo, levaram a uma baixa variabilidade genética entre as 

duas populações sendo responsáveis pelos resultados obtidos. Esses dados estão em 
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consonância com o trabalho de Hawdon e colaboradores (2001) que encontraram uma baixa 

diversidade genética no genoma mitocondrial de N. americanus na China. Em suma, apesar de 

termos conhecimentos desses relatos, nos pareceu pertinente a investigação desses marcadores, 

na hipótese de que poderia haver uma certa variabilidade nessa população, apesar do isolamento 

geográfico, uma vez que no trabalho da seleção da cepa, dois SNPs para o gene codificador da 

β-tubulina isotipo 1 terem sido identificados, principalmente pela identificação de um SNP raro, 

presente no códon 200 (TTC → TAC), nunca descrito para nematódeos parasitos de humanos 

(Medeiros et al., 2022). 

A diversidade de haplótipos de nematódeos de importância médica e veterinária é 

relativamente bem estudada, principalmente para os ancilostomídeos.  Miranda e colaboradores 

(2008) identificaram 30 haplótipos no gene COI em 164 amostras de A. caninum coletadas em 

diferentes regiões no Brasil. Em um trabalho semelhante, foram encontrarados 23 haplótipos 

no gene COI de N. americanus em três diferentes localidades geográficas no Brasil (nos estados 

do Ceará e Piauí), encontrando, até mesmo, coinfecção de dois haplótipos distintos em um 

mesmo hospedeiro e a presença de um haplótipo, também encontrado na China (Monteiro et 

al., 2019). Na Colômbia, foram identificados 59 haplótipos em 100 exemplares de N. 

americanus em um fragmento de 395pb do gene COI sem correlação entre os haplótipos e a 

localização geográfica da espécie no país (Hu et al., 2008). No Vietnã, foram encontrados dois 

haplótipos de A. ceylanicum geneticamente distintos parasitando cães. Um desses haplótipos 

foi agrupado como semelhante à um haplótipo isolado que parasita unicamente canídeos e o 

outro haplótipo encontrado apresentou semelhança com um haplótipo isolado da Malásia e 

Comboja que infectam canídeos, felídeos e humanos (Nguyen et al., 2015).  

Diferentemente do presente estudo, vários estudos detectaram altos índices de 

variabilidade na análise do genoma mitocondrial quando analisadas amostras de campo. Em 

um estudo realizado na Tailândia, pioneiro no uso do marcador NAD1 no país, foram 

identificados dois haplótipos, com divergências em três posições do gene em um fragmento de 

339 pb em três ancilostomídeos que foram recuperados de uma paciente (Eamsobhana et al., 

2020), indicando uma alta variabilidade genética em N. americanus. Lv e colaboradores (2017) 

obtiveram resultados semelhantes aos resultados de Eamsobhana e colaboradores (2020) ao 

encontrarem uma alta taxa de variabilidade nucleotídica em diferentes sítios de marcadores 

mitocondriais de Angyostrongylus cantonesis na China. Os autores encontraram uma taxa de 

variação de 39,8% em NAD1 e 5,3% em COI, apontando que NAD1 é um bom marcador para 

estudar sobre variações entre diferentes populações. 
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Em ascaridídeos de importância médica e veterinária também foram encontradas alta 

variabilidade genética em sequências parciais de marcadores mitocondriais COI, NAD1 e 

NAD4, comparando as amostras inter e intraespecificamente.  É senso comum que a 

variabilidade entre diferentes espécies é muito maior quando comparada com a variabilidade 

dentro de populações de uma mesma espécie. Entretanto, nos trabalhos de Li e colaboradores 

(2008) nas análises de NAD1 e NAD4 para Toxocara spp. foi verificado que a variabilidade é 

alta em ambos os cenários, com mais de 20% de variabilidade intraespecífica e mais de 3% de 

variabilidade entre as espécies e, em contrapartida, COI teve menos de 12% de variabilidade 

intraespecífica e 2% de variabilidade interespecífica. Os resultados são semelhantes aos 

encontrados no estudo de Xu e colaboradores (2021) que identificaram 8,7% de variabilidade 

no gene NAD1 em isolados de N. americanus na China e 2,5% de variabilidade no gene COI.  

O estudo mais aprofundado da diversidade genética no genoma mitocondrial é de crucial 

importância, tendo em vista que a variabilidade nos marcadores mitocondriais auxilia na 

definição de diferentes genótipos, como já foi demonstrado para a nova classificação do gênero 

Echinococcus (McManus, 2013). 

A relação entre diferentes genótipos e a relação parasito-hospedeiro também é reportada 

em estudos com ancilostomídeos. Na Malásia foram encontrados dois grupos distintos de A. 

ceylanicum isolados de diferentes indivíduos (um grupo isolado de humanos e outro isolado de 

canídeos) com haplótipos de COI similares infectando canídeos, felídeos e humanos, levando à 

conclusão de que diferentes subpopulações de ancilostomídeos zoonóticos podem, 

seletivamente, infectar demais hospedeiros como humanos, por exemplo (Ngui et al., 2013). 

Hu e colaboradores (2002) encontraram duas subpopulações geneticamente distintas de A. 

caninum na Austrália infectando cães com base em diferentes haplótipos no gene COI. Estudos 

clínicos e morfológicos demonstraram a capacidade dessas subpopulações geneticamente 

distintas de A. caninum infectarem hospedeiros não canídeos, como felídeos e humanos. Na 

Colômbia, foram encontrados diferentes haplótipos no gene COI de N. americanus (Hu et al., 

2008). Os autores sugerem que essa heterogeneidade pode estar interligada com diferenças na 

epidemiologia e nos aspectos da doença em populações de N. americanus geneticamente 

distintas, consolidando a importância de marcadores mitocondriais na epidemiologia da 

ancilostomíase. 

Os marcadores moleculares mitocondriais podem também auxiliar na identificação e na 

reclassificação taxonômica de espécies e, um bom exemplo, é a classificação de E. granulosus 

sensu lato (Bowles & McManus, 1993).  O uso de marcadores mitocondriais em conjunto com 
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demais metodologias, incluindo as características biológicas e da interação com diferentes 

hospedeiros, possibilitou reorganizar a espécie E. granulosus sensu lato, com a incorporação 

de novas espécies (McManus; Thompson, 2008; McManus et al., 2012) 

 A resistência aos BZs é associada com a presença dos SNPs nos códons 167, 198 e 200 

do gene codificador da β-tubulina isotipo 1 de vários helmintos (Prichard, 2001). Os BZs atuam 

bloqueando a formação de microtúbulos, impactando na formação do citoesqueleto e 

interferindo na motilidade, além de atuar em outras vias, como inibindo a absorção de glicose 

e diminuindo a produção de ATP, interrompendo assim, o metabolismo energético (Bereda, 

2022). Todavia, existem relatos de achados de nematódeos resistentes aos BZs com a ausência 

de mutação nos códons citados, como foi o caso do estudo de Palma e colaboradores (2020), 

que encontraram em uma população isolada de porcos, espécimes de Ascaris spp. sem os 

polimorfismos, corroborando os resultados encontrados no estudo de Diawara e colaboradores 

(2009) que não encontraram mutação no códon 200 do gene codificador da β-tubulina isotipo 1 

de A. lumbricoides em uma população resistente ao tratamento.  

No que se diz respeito a patogenia entre uma cepa selvagem e resistente aos BZs, o 

estudo de Maclean e colaboradores (1987) concluiu, após inúmeros testes hematológicos 

avaliando diferenças entre duas cepas de Trichostrongylus colubriformis, uma sensível e outra 

resistente aos BZs, que a cepa selvagem era mais patogênica comparada com a cepa resistente. 

Outros estudos, como o de Furtado e colaboradores (2019), compararam uma cepa de A. 

ceylanicum selvagem, e resistente aos BZs em que ambas as cepas apresentaram padrões 

semelhantes de patogenicidade, resultado contrário comparado com o obtido por Kelly e 

colaboradores (1978), que observaram maior patogenicidade em uma cepa de H. contortus 

resistente do que na cepa sensível.  

Furtado e colaboradores (2019) selecionaram uma cepa de A. ceylanicum resistente aos 

BZs a partir de uma cepa selvagem por pressão seletiva do fármaco. Entretanto, não foram 

encontrados SNPs nos códons 167, 198 e 200 do gene codificador da β-tubulina isotipo 1, 

sugerindo o envolvimento outros mecanismos de resistência. Nesse mesmo estudo não foram 

encontradas diferenças significativas nos parâmetros hematológicos entre as cepas, no entanto, 

houve uma maior recuperação de vermes da cepa selvagem, e maior contagem de OPG 

comparado com a cepa resistente, logo, especulou-se que a cepa resistente era menos adaptada 

e com um menor “fitness”. O estudo de Elard e colaboradores (1990) comparou o fitness entre 

duas cepas de T. circumcincta resistente e selvagem e não encontraram diferenças significativas 

nos parâmetros analisados, como a oviposição, taxa de eclosão de larvas, estabelecimento da 
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infecção e recuperação de vermes adultos. Em contrapartida, em H. contortus, foram 

encontradas diferenças significativas na recuperação de ovos, com a cepa selvagem liberando 

mais ovos, sendo mais patogênica e tendo mais vermes recuperados em comparação com a cepa 

resistente (Maingi et al. 1990) 

 Os SNPs presentes na cepa resistente isolada por Furtado e colaboradores (2019) 

poderiam estar em frequência tão baixa que não foi possível identificá-los e, além do fato da 

cepa ser menos adaptada, o fato de não ter uma pressão seletiva contínua do fármaco sobre essa 

população, pode ter sucedido na queda exponencial de parasitos que apresentavam esses 

polimorfismos.  

De fato, o tratamento contínuo com o fármaco parece ser importante para a manutenção 

do caráter de resistência da cepa, como demonstrado no estudo de Nunes e colaboradores (2013) 

em populações de ruminantes infectados com H. contortus que são submetidos à tratamento 

com BZs recorrentemente. Essa população de parasitos apresenta frequência de alelos 

resistentes mais alta quando comparada com populações que não são submetidas à pressão 

seletiva de maneira contínua. Esse estudo, juntamente com outros fatores, pode explicar a queda 

da frequência de parasitos que apresentavam SNPs associados com a resistência na cepa de A. 

ceylanicum, visto que desde a seleção da resistência não houve mais pressão seletiva do fármaco 

sob a população resistente.  

Outro fator que pode explicar a perda da cepa resistente somando com os demais fatores 

anteriormente citados é o efeito gargalo. O efeito gargalo caracteriza-se por uma queda drástica 

no número de indivíduos de uma população mediante pressões externas em diferenças gerações 

(Griffiths et al., 2013). Sendo assim, como a cepa resistente foi selecionada a partir de uma 

cepa selvagem que vem sendo mantida há mais de 15 anos no ambiente de laboratório, sem 

possibilidade de recombinação com demais cepas selvagens e fluxo gênico e a consequência do 

efeito gargalo se intensificam e restringem numa população submetida à uma pressão seletiva 

do fármaco e que foi selecionada a partir de uma população de origem que tinha poucas chances 

de apresentar variabilidade genética. 

O declínio populacional encontrado na cepa resistente reflexo do efeito gargalo com o 

passar das gerações e o fato de a cepa ser menos adaptada ao parasitismo podem fortalecer 

ainda mais a deriva genética, visto que tal fenômeno tende a ser mais severo em populações 

pequenas. A deriva genética também pode ser responsável pela fixação ou perda de alelos numa 

população a depender da frequência e do tamanho da população (Griffiths et al., 2013) e, tendo 
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isso em vista, é mais um fator a ser considerado que corroboram os resultados encontrados para 

a perda da cepa resistente.  

Os dados apresentados por esse estudo contribuem para o entendimento de como os 

eventos genéticos como o efeito gargalo e a deriva genética influenciam a dinâmica 

populacional de ancilostomídeos e outros helmintos que estão sujeitos, frequentemente, à 

pressão seletiva em um ambiente isolado. Esses achados, em conjunto com demais dados 

obtidos na literatura para outros helmintos, auxiliam na identificação e reclassificação de novas 

espécies, no entendimento das relações parasito-hospedeiro, na melhoria nas estratégias de 

controle e contenção de parasitoses. Entretanto, é importante ressaltar que os estudos acerca da 

biologia, genética, resposta imune e interação parasito-hospedeiro não substituem a educação 

em saúde e melhores condições sanitárias que são as medidas profiláticas mais eficientes no 

controle dessas doenças. Por se tratar de doenças negligenciadas, o cenário de adoção de 

políticas públicas e incentivo financeiro para mitigação dessas doenças pode soar como uma 

ideia irrealizável e utópica, no entanto, o aumento progressivo em pesquisas sobre as parasitoses 

pode ter um reflexo positivo ao evidenciar todo o impacto, não somente financeiro, causado por 

essas doenças. 
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7. CONCLUSÕES 

 

• Foi detectada uma baixa variabilidade entre as cepas resistente e selvagem de A. 

ceylanicum analisadas nesse trabalho, usando os marcadores mitocondriais NAD1 e 

COI; 

• A baixa variabilidade encontrada entre as cepas analisadas no presente estudo foi 

também observada quando sequências de NAD1 e COI de A. ceylanicum de outras 

localidades foram comparadas com nossas sequências; 

• A cepa resistente isolada anteriormente à esse trabalho manteve o caráter de 

resistência após 3 anos e meio desde seu isolamento, conforme demonstrado pelo 

teste fenotípico;  

• Após 4 anos do isolamento da cepa resistente, houve uma reversão genotípica e 

fenotípica e a cepa perdeu o caráter de resistência, possivelmente devido às 

condições adversas de manutenção, causando a recuperação de um baixo número de 

larvas;  

• A cepa selecionada não foi submetida à tratamento constante com o fármaco, o que 

pode ter contribuído para a reversão do fenótipo de resistência. 

 

Perspectivas:  

 

Como perspectivas para esse estudo, tem-se a intenção de identificar e selecionar uma nova 

cepa resistente ao albendazol. O objetivo principal será submeter essa cepa à uma manutenção 

contínua, expondo a população à pressão seletiva do fármaco de maneira recorrente. O 

propósito desse procedimento é observar se novos SNPs podem estar relacionados à resistência, 

incluindo os SNPs canônicos que são comumente encontrados em nematódeos, além daqueles 

já identificados anteriormente.  

Essa cepa resistente ao albendazol será, então, empregada em testes de fármacos e proteínas 

isoladas de Bacillus thuringiensis. Esses testes visam desenvolver abordagens terapêuticas 

direcionadas ao tratamento de parasitos que apresentam resistência ao albendazol. A análise 

desses testes fornecerá importantes informações sobre a eficácia potencial de novos agentes 

terapêuticos e ajudará a compreender os mecanismos subjacentes à resistência, especialmente 

no que diz respeito a eventuais variações nos SNPs. Essa abordagem experimental não apenas 

contribuirá para a compreensão mais aprofundada da resistência à benzimidazóis em 
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nematódeos, bem como abrirá caminho para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes de 

controle e tratamento de infecções por geo-helmintos. Além disso, ao explorar o potencial de 

substâncias provenientes de B. thuringiensis, este estudo pode oferecer alternativas terapêuticas 

inovadoras e sustentáveis para enfrentar a resistência aos tratamentos convencionais.  
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