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RESUMO

INTRODUC}AO: A esquistossomose mansdnica é uma doenca tropical negligenciada
(DTN) parasitaria de transmissdo hidrica causada por helmintos trematodeos do género
Schistosoma. O estado da Bahia € considerado o segundo com maior area endémica, incluindo
0 municipio de Salvador. A esquistossomose € transmitida por caramujos gastrépodes do
género Biomphalaria, sendo B. glabrata considerada a principal espécie transmissora da
esquistossomose no Brasil. A distribuicdo geogréfica de Biomphalaria esta diretamente
relacionada com a distribuicdo da esquistossomose. As informacdes atualizadas acerca das
populagdes de caramujos deste género contribuem para as a¢oes de vigilancia e controle para
esquistossomose. OBJETIVO: O presente estudo visou avaliar as popula¢des de Biomphalaria
glabrata em colecdes hidricas do municipio de Salvador para determinar a prevaléncia de
infeccdo por S. mansoni, caracterizar as populaces de cercarias, bem como descrever a
distribuicdo de B. glabrata e identificar os focos de transmissdo de esquistossomose mansdnica
neste municipio. MATERIAL E METODOS: As coletas malacoldgicas foram realizadas
entre junho e dezembro de 2017 em 17 colec¢Bes hidricas distribuidas nos Distritos Sanitarios
de Salvador, sendo empregado o método de Oliver e Schneiderman (1956). A identificacdo
morfolégica dos caramujos foi realizada a partir da observacgdo das caracteristicas da concha e
do manto. Para a avaliacdo da infecgdo por S. mansoni foi empregada a técnica de exposicao a
luz realizada semanalmente no periodo de 30 dias. Adicionalmente, a avaliacdo da infec¢éo foi
realizada em 626/730 caramujos pela técnica de reacdo em cadeia polimerase em tempo real
(gPCR) com primer especificos para a regido 18S rRNA do S. mansoni. RESULTADOS:
Foram coletados 1,403 B. glabrata. Ao final das analises no periodo de 30 dias, 730 caramujos
continuaram vivos. Cinco caramujos foram positivos no teste de eliminacdo classica, com uma
taxa de infeccdo de 1,9% e 5,5% na Lagoa do IAT e na Horta de Saramandaia, respectivamente.
Foram observadas outras larvas de trematddeos em 3,2% dos caramujos, sendo elas as
Xifidiocercarias, Strigeidae, Spirorchiidae e Clinostomidae. Na analise por gqPCR, 39
caramujos foram positivos para S. mansoni, com uma taxa de positividade variando por colegéo
hidrica entre 2% (2/100) e 43,4% (10/28). CONCLUSOES: Esses resultados demonstram que
B. glabrata estd amplamente distribuido na cidade de Salvador, com areas com potencial risco
de transmissdo para equistosssomose. A técnica de qPCR teve uma boa sensibilidade e pode
ser utilizada para complementar o teste de eliminacéo classica. Vale destacar que estimar a
prevaléncia de infeccdo por S. mansoni em caramujos apenas levando em consideracéo o teste
de eliminacéo classica, pode subestimar o problema.

Palavras-chave: S. mansoni; esquistossomose; Biomphalaria glabrata; epidemiologia
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Schistosomiasis is a neglected parasitic tropical disease (NTD)
transmitted by contact with fresh water contaminated with larvae of the trematode parasite of
the genus Schistosoma. The state of Bahia is considered the second with the largest endemic
area, including the municipality of Salvador. Schistosomiasis is transmited by gastropod snails
of the genus Biomphalaria, being B. glabrata considered the main species that transmits
schistosomiasis in Brazil. The geographical distribution of Biomphalaria is directly related to
the distribution of schistosomiasis. Uptaded information about snail populations of this genus
contribute to surveillance and control actions for schistosomiasis. AIM: The present study
aimed to evaluate the populations of Biomphalari glabrata in water collections in the city of
Salvador to determine the prevalence of S. mansoni infection, to characterize the populations
of cercariae, as well as describe the distribution of B. glabrata and to identify the foci of
transmission of schistosomiasis in this municipatity. MATERIAL AND METHODS: The
malacological collections were carried out between June and December 2017 in 17 water
collections distribuited in the Sanitary Districts of Salvador, using the method of Oliver and
Schneiderman (1956). Morphological identification of snail species was performed observing
characteristics of the shell and mantle. Snails were evaluated for S. mansoni infection by
exposure to light perfomed weekly in the period of 30 days. RESULTS: We collected B.
glabrata 1,403 snails. At the end of the analysis within 30 days, 730 snails continued alive,
which were analyzed by exposure to light. Additionally, evaluation of the infection was
performed in 626/730 snails by the quantitative real time polymerase chain reaction (QPCR)
with S. mansoni-specific primers targeting the 18S rRNA. Five snails were positive by classical
cercarial shedding, with infection rates of 1.9% and 5.5% in Lagoa do IAT and Horta de
Saramandaia, respectively. Non-Schistosoma larvae were observed in 3,2% of the snails, being
the Xiphidiocercaria, Strigeidae, Spirorchiidae and Clinostomidae. However, the gPCR
analysis, detected S. mansoni in 39 snails, indicating a positivity rate ranging by water
collection between 2% to 43,4%. CONCLUSIONS: These results demonstrate that B. glabrata
is widely distributed in the city of Salvador, with areas with transmission risk to
schistosomiasis. gPCR technique had a greater sensitivity and can be used to complement the
light exposition method. It’s worth to point out that estimating the prevalence of S. mansoni in
snails only taking into account the classical elimination may underestimate the problem.

Keywords: S. mansoni; schistosomiasis; Biomphalaria glabrata; epidemiology.



Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14

Figura 15

Figura 16
Figura 17
Figura 18

Figura 19

Figura 20

LISTA DE ILUSTRACOES

Mapa da distribuigdo mundial da esquistossomose segundo prevaléncia......... 13

Distribuicdo da esquistossomose no Brasil, de acordo com a faixa de

positividade entre 2010 € 2015.........ccooiiiiieiee e 15
Distribuicdo da esquistossomose por &rea de risco no estado da Bahia............... 16
Ciclo biolOgiCO de S. MANSONI....c..civerierieiieiieieieie e 18
BIOMPN@Iaria.........cocoviiieiiccc s 20
Conchade B. glabrata............cccooveiiiieiiciicc e 24
Estruturas morfoldgicas internas de B. glabrata.............ccccooeviiieiiciiincnne 24
Distribuicéo de B. glabrata no Brasil............ccccooeiiiiiiiincii e, 25
Concha de B. tenagophila...........cocooiiiiiiiiee e 26
Estruturas morfoldgicas internas de B. tenagophila.............cccccoveveiieiiiieinennn. 26
Distribuicdo de B. tenagophila no Brasil............cccccovveiiiieiieiieic e 27
Concha de B. Straminea..........ccueoviieiieiiiie e 28
Estruturas morfoldgicas internas de B. straminga............ccocvevveviereneresnsnnenne 28
Distribuicdo de B. straminea no Brasil.............ccccccooveiiiiiiiiicic e 29

Localizacao da area de estudo, estado da Bahia, com destaque para 0 municipio

A8 SAIVAAON ...ttt 32
Distribuicdo geogréafica dos Distritos Sanitarios de Salvador.................c.ccc...... 33
Separac¢do do corpo mole da concha de B. glabrata.............ccccooeeveiiiienennn 37
Regido cefalopodal de Biomphalaria sSpp.......ccccccvevieiiieiiiiiie e 37

Fluxograma das etapas envolvidas na avalicdo da infeccdo por larvas de

trematodeos e identificacdo morfoldgica de Biomphalaria

Distribuicdo dos pontos de coleta de acordo com os Distritos Sanitarios de
RS T: 1L V7: o (o] SR 40



Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Panorama das cole¢des hidricas por  Distrito  Sanitdrio em
T 1LY 1o (o] OSSPSR 43-45

Manto de Biomphalaria glabrata, ressaltando as estruturas morfolégicas do tubo

B CFISEA TENAL. ... et e e e e et e e e e e e e e e e 46

Distribuicdo das colecBes hidricas em que foram encontrados caramujos

BIOMPN@IATTA........cciiieiice e 47

Larvas de trematodeos encontradas em B. glabrata (A) S. mansoni, (B1)
Cercéria Lutzi; (B2,3) Cercéaria Santense, (C) Clinostomidae, (D) Spirorchiidae
€ (E) SHIQRITAE. .....ceiieiiieee s 50

Comparacdo entre a porcentagem de caramujos positivos no Teste de Eliminacdo

ClIASSICA € GPCR. . eeieiiutitiiieeeee sttt ittt e e s ettt e e e s e et e e e s e stb b e e e e e annrnraeeee e 52



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tablea 7

LISTA DE TABELAS

Espécies do género Biomphalaria encontradas no Brasil 23

Colecdes hidricas selecionadas para coleta de Biomphalaria de acordo com o

Distrito Sanitario, bairro e ano de positividade para S. mansoni 34

Caracterizacdo dos pontos de coleta de acordo com o distrito sanitario, tipo de

cole¢do hidrica, contaminagdo ambiental e presenca de vegetacdo 42

Total de B. glabrata por colecdo hidrica, quantidade e percentagem (%) de

caramujos vivos ap0ds 30 dias de manutengdo no moluscario 48

Tipos cercarianos encontrados em exemplares de Biomphalaria glabrata nas
coleces hidricas de Salvador 51

Sensibilidade e especificidade do qPCR em relagdo ao teste classico de
eliminacdo de cercérias 52

Taxa de infecgdo obtidas no qPCR e no teste de eliminacéo classica nas amostras

de B. glabrata sobreviventes 54



1.1.
1.2.

1.3.
14.

3.1.
3.2.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4,

4.5.

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.

SUMARIO

INTRODUGAO........oooiooeoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees oo eeeessssseeees s eesessseeee oo 12
A ESQUISTOSSOMOSE ...oocccccoeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeeeesssseeeee s eseeese s 12
CICLO BIOLOGICO DO PARASITA E ASPECTOS CLINICOS DA
ESQUISTOSSOMOSE .....oooooooececccceeeeeeeeeeeeeeee e osssseeeeee s seesossssssseeee e 16
0S CARAMUJOS DO GENERO BIOMPHALARIA...........ooooooooioieeeeeseeeeeeeeeseee 20
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E DISTRIBUICAO DAS ESPECIES
BIOMPHALARIA NO BRASIL.........oooovvvoeeoeeeeeeesoeeeeeccccecoseseeeeeesseseesessessceossssseeeseess e 23
JUSTIFICATIVA oo esosseeeee e essssseeee e 30
(@] 2] = 1 1Y 1S 31
(0] = A VZ X ] = 2N I 31
OBJETIVOS ESPECIFICOS......ooooooooeeeecceoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesee e eeeeeeseessee s 31
MATERIAL E METODOS..........oooooeoeiieeeeeeeeeeoeeeecceeoeseeeeeeseessseeseesesececosessseeeees e 32
AREA DE ESTUDO ...t eessssseseee e eeessssneeeee 32
SELECAQO DOS PONTOS DE COLETA ..o seeseeeeese e 33
COLETA DE MOLUSCOS ...oooooooeoeveeeessoe oo seeeseeeeees s esseeenees s 35
AVALIACAO DA INFECCAO POR LARVAS DE TREMATODEOS E
IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS CARAMUIOS .......oocoocoommmreececceee 36
EXTRACAO DE DNA E REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO
= oo 39
]IS O I 7Y 10 1o 40
DISTRIBUICAO E CLASSIFICACAO DAS COLECOES HIDRICAS ... 40
COLETA E IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS CARAMUJOS.................. 46
LARVAS DE TREMATODEOS ENCONTRADAS EM B. GLABRATA................... 49
DETECCAO MOLECULAR DE S. MANSONI EM B.GLABRATA..........cccoocoioonen 51
DISCUSSAOQ.........oooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeeeeeeeee e oesseseeeeee e oseseeeeeeee e 55
(0761107 017X @ 1O 64

REFERENGCIAS ..o 65



1. INTRODUCAO

1.1. AESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose, também conhecida como “barriga d’agua” ¢ uma doenca tropical
negligenciada (DTN) parasitaria de transmissdo hidrica causada por parasitas trematodeos do
género Schistosoma (GRIMES et al., 2015). Diversos parasitas deste género apresentam
relevancia epidemioldgica e capacidade de parasitar o homem. Entre eles, o S. hematobium
(Bilharz, 1851), que causa a forma urinaria da esquistossomose na Africa e na peninsula
Arébica, 0 S. japonicum (Katsurada, 1904), a qual é encontrada apenas na Asia (principalmente
nas Filipinas e China), causando a forma intestinal e hepatoesplenénica, as espécies S.
intercalatum (Fisher, 1934) e S. mekongi (Voge, Bruckner e Bruce, 1978), as quais possuem
relevancia médica nos paises da Africa Central e no Sudoeste Asiatico, respectivamente,
causando a esquistossomose intestinal. Por ultimo o S. mansoni (Sambon, 1907), que representa
a Unica espécie encontrada no Brasil que é responsavel pela a esquistossomose mansdnica
intestinal e hepética nos paises da Africa, Peninsula Arabica e América do Sul (GRYSEELS,
2012; KATZ; ALMEIDA, 2003).

Historicamente, a primeira identificacdo e descricdo de ovos com a presenca de espicula
lateral e terminal ocorreu em 1852, a partir das observacOes feitas por Theodor Bilharz
(PRATA, 2008a). Alguns anos depois, em 1902, o0 médico inglés Patrick Manson em Londres
examinou um inglés que viveu na India Ocidental, e observou a presenca de ovos com espicula
lateral apenas nas fezes e ausente na urina (KATZ, 2008). Apesar das observacdes feitas acerca
da posicao das espiculas terem sido significativas e levantarem a hip6tese de uma nova espécie;
na mesma época, o helmintologista Arthur Looss questionava essas observacgdes, alegando que
0s ovos com espiculas laterais eram apenas formas inférteis do S. haematobium. Dentro dessas
circunstancias historicas, no Brasil, Piraja da Silva em 1904, havia encontrado anteriormente
nas fezes de pacientes do Hospital Santa Izabel a presenca de ovos com a espicula lateral com
as mesmas caracteristicas descritas por Manson (PIRAJA, 1908a). Além disso, Piraja havia
descrito morfologicamente vermes adultos acasalados e a presenca de ovos com espicula lateral
no interior da fémea, os quais foram obtidos a partir de autopsias realizadas em pacientes com
esquistossomose. Logo, as observagdes feitas por Piraja permitiram a descricdo completa do
parasito em questdo, demonstrando de forma inequivoca que se tratava de uma nova espécie de

Schistosoma (PIRAJA, 1908b).
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Atualmente, a esquistossomose mansodnica é considerada a segunda doenca parasitaria com
maior prevaléncia e a terceira com maiores impactos socioeconémicos e de importancia em
salde publica (JONG, 2012; MOREIRA; ZANI; ALVES, 2010; CDC, 2016; ELBAZ, 2013).
Apesar da continua implementacdo de medidas de controle para a esquistossomose, a
Organizagdo Mundial de Saide estima que esta doenca afeta cerca de 240 milhdes de individuos
em todo o mundo e mais de 700 milhes vivem em regifes endémicas sob risco de
contaminacdo (STEINMANN et al., 2006; WHO, 2016). Ademais, a esquistossomose &
considerada endémica em 74 paises, representando a terceira causa de morbidade nos paises
em desenvolvimento na Africa, América do Sul, Caribe, Oriente Médio e Asia (OLVEDA et
al., 2013). A Figura 1 representa a distribuicdo da esquistossomose em todo mundo, levando-

se em consideracdo sua prevaléncia.

0000

Il High (prevalence > 50%) [ Countries requiring evaluation of schistosomiasis status o J

B Moderate (prevalence 10%-49%)

in order to verify if interruption of transmission has been achieved ’/{)
] Low (prevalence < 10%)

—] Non-endemic countries
] Not applicable

n

Figura 1: Mapa da distribuicdo mundial da esquistossomose segundo a prevaléncia (Fonte: WHO (2012).
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Até 0 momento s6 existem relatos da presenca da espécie S. mansoni no Brasil, sendo esta
transmitida por caramujos do género Biomphalaria, mais especificadamente por trés espécies
de hospedeiros intermediarios naturais: o Biomphalaria glabrata (SAY, 1818), Biomphalaria
tenagophila (ORBIGNY, 1835) e Biomphalaria straminea (DUNKER, 1848), as quais
encontram-se amplamente distribuidas geograficamente em todo o territério nacional. Acredita-
se que a esquistossomose tenha sido introduzida no Brasil a partir do trafico de escravos
provenientes da Africa, consolidando-se incialmente na regido Nordeste. Previamente, a
esquistossomose mansonica era considerada uma doenca restrita as areas rurais. Entretanto, sua
distribuicédo territorial no Brasil acompanhou os intensos fluxos migratorios de pessoas das
areas endémicas rurais para as zonas urbanas (BRASIL, 2014a; KATZ; ALMEIDA, 2003).
Estas, localizaram-se em regifes precarias de saneamento basico e politicas de satde publica,
gue juntamente com a ampla distribuicdo do hospedeiro intermediario, bem como o processo
de urbanizacdo desordenada, favoreceram a manutencdo e expansao territorial da doenga

através do estabelecimento de focos de transmissdo para esquistossomose (MELO, 2011).

No Brasil, a esquistossomose mansénica ainda é considerada um grave problema de saude
publica, visto que se encontra presente em todo o territério nacional, afetando cerca de 7
milhdes de pessoas. Além disso, estima-se que mais de 30 milhGes vivam em &reas de risco
para esquistossomose (LEAL et al., 2012; SARVEL et al., 2011; WHO, 2010). As principais
areas endémicas no Brasil estdo localizadas na regido Nordeste, compreendendo os estados da
Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte (regido litorénea), e na
regido Sudeste, nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo. Nos estados do Para, Rio de
Janeiro, S8o Paulo, Santa Catarina, Parand, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal, a
transmissdo da esquistossomose é focal e de baixa intensidade (Figura 2). No total, a
transmissdo da esquistossomose no Brasil é observada em 19 unidades federativas (BRASIL,
2014).

14
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Figura 2: Distribui¢do da esquistossomose no Brasil, de acordo com a faixa de positividade, entre 2010 e 2015
(Fonte: Ministério da Saude, 2014).

Dentre os estados endémicos para esquistossomose, a Bahia é o segundo com maior area
endémica, estando presente em 251 dos 417 municipios e com uma prevaléncia aproximada de
5,4% (BRASIL, 2011). Destes, a esquistossomose possui um carater endémico em 167 (40%)
(incluindo a cidade de Salvador), 122 (29,3%) possuem transmissdo focal e 128 (30,7%) sdo
indenes para transmissao da esquistossomose (DIVEP-SUVISA, 2018). A Figura 3 mostra a
distribuicdo dos municipios do estado da Bahia de acordo com o grau de risco de transmissao

para esquistossomose.
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Figura 3: Distribuicdo da esquistossomose por area de risco no estado da Bahia (Fonte: DIVEP, 2018)

1.2. CICLO BIOLOGICO DO PARASITA E ASPECTOS CLINICOS DA
ESQUISTOSSOMOSE

A transmissdo da esquistossomose humana ocorre pelo contato do homem com aguas com
caramujos infectados pelo parasito. O ciclo biologico do S. mansoni é do tipo heteroxénico,
ocorrendo alternadamente em um hospedeiro intermediario, os caramujos do género
Biomphalaria, onde ocorre a reproducdo assexuada e um hospedeiro vertebrado definitivo,
principalmente 0 homem, no qual a reproducéo é sexuada (LEWIS; TUCKER, 2014).

O ciclo biolégico do S. mansoni (Figura 4) tem inicio quando ovos maduros contendo o
parasita presente nas fezes de individuos contaminados, entram em contato com a agua, e por

estimulos como luz e temperatura, 0os ovos eclodem e liberam os miracidios (forma larval).
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Devido a presenca de cilios e do quimiotropismo pelas substancias miraxonais liberadas por
Biomphalaria, os miracidios sdo capazes de se movimentarem ativamente por um periodo de 6
a 12 horas e penetrarem nos caramujos, preferencialmente na regido do pé e base do tentaculo.
O processo de penetracdo ocorre entre 10 a 15 minutos, e ap0s esse processo, 0s miracidios
sofrem diversas alteragcBes até transformarem-se em uma estrutura contendo as células
germinativas. Estas, iniciam o processo de multiplicacdo e transformam-se em esporocistos |,
que posteriormente, através de poliembrionia, irdo dar origem aos esporocistos Il. Estes,
migram para as glandulas digestivas e ovotéstis do caramujo, levando a formacéo das cercarias
cerca de 4 a 6 semanas ap0s a penetracdo dos miracidios (GRYSEELS et al., 2006; INOBAYA
etal., 2014).

As cercarias representam a forma infectante para hospedeiro definitivo e sdo liberadas na
agua por meio de vesiculas formadas no tegumento do caramujo e por estimulos luminosos,
podendo sobreviver no ambiente aquéatico por até 72 horas. Assim como 0s miracidios, as
cercarias possuem um quimiotropismo por alguns &cidos graxos como o acido linoleico e
aminoacidos como arginina, as quais facilitam sua penetracdo no hospedeiro definitivo através
das mucosas e pele. O processo de penetracdo € diretamente influenciado pela etapa de adeséo
e fixacdo das cercérias, bem como pela secrecdo de enzimas proteoliticas. Durante o processo
de penetracdo, as cercarias perdem a cauda, alteram seu metabolismo energético (respiracdo
anaerdbica) e reorganizam seu tegumento, sendo denominadas de esquistossémulos. Estes, sdo
transportados em dire¢do ao pulmao pela via sanguinea ou transtissular, sendo encontrados
nesse local entre 5 a 12 dias ap0s a penetracdo cercariana (INGRAM et al., 2003). Apds 17 dias,
0s esquistossdbmulos chegam ao sistema porta, onde ocorrerd o desenvolvimento dos vermes
adultos (LENZI et al., 2008). No 27° dia, os vermes adultos acasalados migram para regido do
plexo mesentérico, e a oviposicdo ocorre cerca de 40 dias apds a penetracdo das cercarias
(COELHO; MELO, 2005; SATANA; GOMES, 2011). A fémea do S. mansoni libera entre 150
e 300 ovos/dia, os quais sdo encontrados nas fezes apos 40 dias. Parte desses ovos caem na luz
intestinal e sdo eliminados nas fezes, completando assim o ciclo evolutivo do parasito.
Entretanto, outra parte dos ovos ficam retidos na parede intestinal ou sédo carregados pela
circulacdo portal em direcéo ao figado, onde também podem ficar retidos nos pequenos espacos
da veia porta (LENZI et al., 2008).
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As manifestacOes clinicas da esquistossomose mansonica variam conforme a intensidade
de infeccdo. Clinicamente, a infeccdo por S. mansoni pode ser classificada em fase aguda e
crénica. A fase aguda inicia-se entre 24 a 72 horas ap0s a penetracao cercariana e é normalmente
conhecida como dermatite cercariana ou fase aguda pré-postural (ndo sdo encontrados ovos nas
fezes). Nessa fase, devido uma reacdo de hipersensibilidade ao processo de entrada das
cercarias, hd a presenca de manifestacdes cutaneas pruriginosas acompanhadas de edema e
eritema. A demartite cercariana some entre 7 a 10 dias ap0s a penetracdo cercariana. Algumas
semanas ou meses ap0os o0 contato inicial com as cercarias, pode ocorrer uma intensa reacao de
hipersibilidade, denominada de febre de Katayama em resposta a migracdo dos
esquistossdmulos e posturas dos ovos (ROSS et al., 2007). Nesse estagio, 0s sinais e sintomas
tornam-se mais intensos, e é frequentemente observado febre elevada, calafrios, mialgia, tosse
seca e dores abdominais. Entretanto, na maioria dos casos, a fase aguda manifesta-se de forma
assintomatica, principalmente nos residentes de areas endémicas, e por isso, 0s sinais e sintomas
s&0 mais observados em infecgdes primarias (JAUREGUIBERRY; PARIS; CAUMES, 2010).

Apdbs o periodo da fase aguda, a esquistossomose mansonica pode evoluir para a forma
crbnica, a qual ocorre devido a resposta imune as enzimas proteoliticas e aos produtos da
excrecdo e secrecdo liberados pelos miracidios presentes ovos retidos nos tecidos, induzindo
uma reacgdo inflamatéria do tipo granulomatosa. Clinicamente, a esquistossomose crénica
manifesta-se de diferentes formas, sendo elas: a forma cronica habitual ou discreta, que envolve
a forma intestinal e hepatointestinal, e a forma cronica grave ou avancada, denominada
hepatoesplénica (GRYSEELS, STRICKLAND et al., 2013).

A maior parte dos pacientes encontra-se nas formas clinicas discretas, as quais séo
caracterizadas pela presenca de ovos viaveis nas fezes, podendo ser assintomaticos ou com
sintomas discretos e inespecificos. Dentre as formas clinicas nesse estagio da esquistossomose,
hd a forma intestinal que se caracteriza pela presenca de diarreia (com ou sem sangue),
emagrecimento, dores abdominais e perda de apetite, e a forma hepatoinstetinal, que se
diferencia da forma instestinal pela presenca de uma discreta hepatomegalia, notadamente no
lobo esquerdo do figado (VITORINO et al., 2012).

A fase cronica avangada da esquistossomose, denominada de hepatoesplénica €
caracterizada pela fibrose hepética periportal (fibrose de Symmers) decorrente do deposito
progressivo de colageno, o qual se expande ao longo do tecido hepatico e obstrui o sistema da
veia porta, que pode vir acompanhada de lesdes obstrutivas e destrutivas. Nesse estagio,
observa-se a hipertensdo portal associada com a esplenomegalia, bem como a presenca de

varizes no es6fago (PRATA; COURA et al., 2008b).
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Além das formas clinicas descritas acima, a esquistossomose mansonica pode ter as formas
ectopicas, as quais ocorrem quando o parasito se localiza em regides atipicas, ou seja, fora do
sistema porta-hepatico. Dentre elas, destaca-se a neuroesquistossomose, sendo considerada a
forma mais grave, uma vez que leva ao comprometimento do sistema nervoso, seja pela
presenca de ovos dos de S. mansoni ou pela deposi¢cdo de complexos imunes (FERRARI, 2008;
FILHO et al., 2015). Outros exemplos de formas ectopicas sdo a forma vasculopulmonar,
miocardica, esofagica, gastrica e geniturinaria. (ANDRADE, 2008).

1.3. 0S CARAMUJOS DO GENERO BIOMPHALARIA

Os hospedeiros intermediarios de relevancia epidemioldgica para a esquistossomose
pertencem ao género Biomphalaria, classe Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem
Basommatophora. Os moluscos desse género apresentam dois tentaculos longos e filiformes,
com os olhos localizados na base dos tentaculos pés oblongos (pés sdo mais compridos do que
largos) (Figura 5). Além disso, a regido da boca é contornada pela mandibula, que normalmente
possui um formato de T quando vista de frente (BRASIL, 2008b).

]

,5cm

Figura 5: Biomphalaria (Fonte: http://www.functionalglycomics.org/fg/update/2010, (po) pé oblongo e (t)
tentaculo. Escala: 4mm

Acerca das suas caracteristicas conquilioldgicas, esta possui formato planispiral, com
orientacgdo sinistrogira, com diametro que pode variar entre 7mm a 40mm. A coloracao natural
da conha é amarelo-palha, que pode variar de acordo com as condi¢des ambientais, adquirindo
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uma coloracdo mais escura (JARNE; POINTIER; DAVID, 2011; PARAENSE, 2008). A
concha possui fungéo protetora, sendo constituida por sais de calcio, principalmente o carbonato
de calcio. Estes sais sdo obtidos a partir da alimentacdo do molusco, sendo armazenados nas
glandulas digestivas. Posteriormente, sdo transportados pelo sangue até a regido do manto, onde
sdo convertidos em carbonatos. Além da protecdo externa, a concha é responsavel pela protecdo
dos oOrgéos internos, 0s quais sao envolvidos por uma cavidade denominada de manto (REY,
2011).

O sistema circulatério desses moluscos é formado pelo coracado, o qual é responsavel pela
circulacdo da hemolinfa. A associacdo dos fatores humorais presentes na hemolinfa com os
hemacitos (células de defesa) sdo responsaveis pela defesa imunoldgica do molusco contra
patogenos, interferindo diretamente na susceptibilidade ao S. mansoni (VASQUEZ,
SULLIVAN, 2001; AZEVEDO, 2004). Outra caracteristica anatbmica importante é a presenca
da radula que auxilia na raspagem dos substratos. Além disso, possuem um sistema digestivo
completo capaz de digerir diversos tipos de substratos (RUPPER et al., 2005).

Apesar dos caramujos do género Biomphalaria possuirem uma respiracdo pulmonar, eles
sdo capazes de obter oxigénio dissolvido na dgua através do seu tegumento, garantindo assim a
sobrevivéncia em diversos tipos de ambientes (TELES; CARVALHO, 2008). Além disso,
possuem um sistema nervoso bem desenvolvido com a presenca de varios pares de glanglios e
sua excrecao é feita através de uma estrutura presente nos rins, denominadas de tabulo renal
(BRASIL, 2008b).

Acerca da sua reproducdo, os moluscos do género Biomphalaria sdo hermafroditas, tendo
como 6rgdos hermafroditas a glandula ovoteste (produtora do 6vulo e espermatozoide) e o
ovispermiduto (canal de passagem dos gametas). Em condi¢bes ambientais, esses moluscos se
reproduzem por reproducdo cruzada, garantindo assim a variabilidade genética de seus
descendentes. Entretanto, em condicdes adversas, como em periodos de seca, sdo capazes de
realizar a autofecundacéo, garantindo a perpetuacao da espécie (BRASIL, 2008a; TIBIRICA et
al., 2011).

O habitat desses moluscos é bem diversificado, ocorrendo tanto em ambientes aquaticos
Iénticos quanto léticos, tendo uma preferéncia por agua doce de curso lento. Sdo comumente
encontrados em colecOes hidricas naturais tais como corregos, lagoas, riachos e pantanos, bem
como em colecdes hidricas artificiais como canais de irrigacédo, valas de esgoto, reservatorios
de &gua e até mesmo em pequenas pocas. Nestes locais, observa-se a presenca de uma vegetacdo
macrofita, principalmente plantas herbaceas, as quais sdo fundamentais para a sobrevivéncia

dos moluscos uma vez que servem tanto para a alimentacdo, servindo como substrato, bem
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como para a protecdo, amenizando a luz do sol e temperatura, e desempenham um papel
relevante na deposicao das desovas (BARON et al., 2013; STANDLEY et al., 2014).

Boa parte dos bidtopos dos caramujos apresentam um pH entre 6,0 e 8,0; em aguas com
pH &cidos, os caramujos sdo incapazes de realizar a deposicdo de calcio em suas conchas
(BRASIL, 2008a). Além disso, sdo habitats ricos em matérias orgénica, pouca turbidez,
luminosidade e uma temperatura média entre 20°C e 25°C. Com relagdo a alimentacdo, 0s
moluscos alimentam-se dos substratos presentes em seu habitat como limo, o qual é rico em
matéria organica, algumas algas e bactérias, o lodo, que possui sais minerais, bem como a
vegetacdo local (BORGES, 2008). Apesar da ampla variedade de ambientes, comumente, 0s
focos de transmissdo ocorrem proximos as regides peridomiciliares urbanas ou rurais, e
apresentam caracteristicas semelhantes, como baixo indice de desenvolvimento urbano e
auséncia de condicGes adequadas de saneamento basico (TELES; CARVALHO, 2008; KING,
2010).

Outro aspecto ecoldgico importante relacionado com caramujos do género Biomphalaria é
a capacidade de sobrevivéncia em ambientes com condicdes desfavoraveis. Nessas condigdes,
0s caramujos retraem suas partes moles para dentro da concha para impedir os efeitos da
dessecacdo (estratégia adaptativa para sobreviver fora da agua). Nesse tipo de mecanismo, o
caramujo sobrevive apenas com suas reservas alimentares, podendo acumular toxinas e com
uma quantidade limitada de oxigénio. Logo, a sobrevivéncia dos caramujos em situacGes
adversas esta diretamente relacionada com a capacidade de conservar nutrientes e oxigénio.
Além disso, nestas condicdes, 0os caramujos atingem um estado de anidrobiose (suspensédo
temporaria das atividades metabdlicas) e diapausa (estado permanente de dorméncia), podendo
sofrer alteracdes morfoldgicas, tais como o espessamento da concha e diminuicdo da area de
abertura da concha (PIERI; FAVRE, 2008; WHITE et al., 2007). As espécies do género
Biomphalaria possuem capacidades distintas de adaptacdo em condic¢des adversas, sendo a B.
straminea a espécie com melhor capacidade de adaptacdo e a B. tenagophila a menor
(CARVALHO et al., 2008a; TUAN, 2009).
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1.4. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E DISTRIBUICAO DAS ESPECIES
BIOMPHALARIA NO BRASIL

O género Biomphalaria possuem 34 espécies identificadas, das quais 22 estdo presentes
nas Américas e 12 na Africa (JONG, 2001). No Brasil, at¢ 0 momento foram descritas 11
espécies e uma subespécie, das quais trés sdo consideradas hospedeiras naturais do S. mansoni,
sendo elas B. glabrata, B. tenegophila, B. straminea. As B. peregrina, B. amazonica e B. cousini
sdo espécies consideradas hospedeiras potenciais, podendo serem infectadas artificialmente em
laboratério (BRASIL, 2008b; SCHOLTE et al., 2012) (Tabela 1).

Tabela 1: Espécies do género Biomphalaria encontradas no Brasil

_ Biomphalaria glabrata (Say, 1818)
Hospedeiras

_ Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835)
Naturais

Biomphalaria straminea (Dunker, 1848)

_ Biomphalaria amazonica (Paraense, 1966)
Hospedeiras

Biomphalaria peregrina (Orbigny, 1835)

Potenciais
Biomphalaria cousini (Paraense, 1966)
Biomphalaria intermedia (Paranese & Deslandes, 1962)
Biomphalaria kuhniana (Clessin, 1883)
Nao Biomphalaria schrammi (Crosse, 1864)
hospedeiras Biomphalaria oligoza (Paraense, 1975)

Biomphalaria occidentalis (Paraense, 1981)

Biomphalaria tenagophila guaibensis (Paraense, 1984)

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2008b; TEODORO, 2009.

Dentre as espécies relacionadas com a transmissdo da esquistossomose no Brasil, destaca-
se B. glabrata, sendo considerada a principal espécie transmissora do S. mansoni no pais, uma
vez que apresenta uma maior susceptibilidade a infecgéo, possui ampla distribuicdo geografica,
plasticidade ecoldgica e alta potencialidade de transmissdo (KNIGHT: ONGELE; LEWIS,
2000; SCHOLTE, 2012). Acerca das caracteristicas gerais, B. glabrata possuem uma concha
com coloragdo marrom escura, com giros arredondados, variando entre 5 e 7 giros que variam
proporcionalmente de acordo com o didmetro da concha, a qual pode chegar a 40mm de
didmetro e 8mm de largura (Figura 6) (BRASIL, 2008b).
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Figura 6: Concha de B. glabrata (Fonte: (BRASIL, 2008).

A identificacdo dos moluscos B. glabrata é feita a partir da associacdo das caracteristicas
conquilioldgicas e caracteristicas morfoldgicas internas. Dentre essas caracteristicas, a principal
delas € identificar a presenca da crista pigmentada sobre o tubo renal em espécimes adultos
(Figura 7A), sendo que em espécimes mais jovens a crista pigmentada ainda ndo é formada,
sendo observada apenas uma discreta linha pigmentada. Outra caracteristica morfoldgica
interna que se deve observar € a presenca de uma bolsa vaginal bem definida no aparelho
reprodutor (Figura 7B) (BRASIL, 2008b).
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Figura 7: Estruturas morfologicas internas de B. glabrata (A) Manto rebatido e (B) Sistema reprodutor (Fonte:
(BRASIL, 2008)
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A distribuicdo de B. glabrata é a segunda mais intensa no pais (CANTINHA, 2012; LEAL-
NETO et al., 2013, MORGAN, 2001; PARAENSE, 2001), estando presente nos estados das
regides Nordeste, Sudeste e na parte norte da regido Sul do Brasil (BRASIL, 2014a). Segundo
CARVALHO (2008a) B. glabrata sdo encontrados em 16 estados brasileiros, sendo eles
Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, S&o Paulo e

Sergipe e Distrito Federal. A Figura 8 representa a distribuicdo de B. glabrata no Brasil.
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Figura 8: Distribui¢do de B. glabrata no Brasil (Fonte: BRASIL, 2008)

A segunda espécie de importancia epidemioldgica para transmissdo da esquistossomose no
Brasil é a B. tenagophila. Os exemplares desta espécie apresentam conchas grandes que podem
chegar a 35mm de didmetro e presenca de até 8 giros carenados em ambos os lados, sendo estes
mais acentuados a esquerda (Figura 9). Comumente, a presenca da carena € apenas observada
nesta espécie; entretanto, raramente também pode ser observada na espécie B. glabrata
(BRASIL, 2008b).
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Figura 9: Concha de B. tenagophila (Fonte: (BRASIL, 2008).

Assim como B. glabrata, as caracteristicas conquiliologicas ndo sdo empregadas
isoladamente para identificar a espécie B. tenagophila. Logo, para sua identificacdo também
sdo observadas as caracteristicas morfologicas internas, as quais sdo semelhantes a B. glabrata,
diferindo apenas pela auséncia da linha ou crista renal pigmentada (Figura 10A). Assim como
em B. glabrata, é relevante observar no sistema reprodutor a presenca de uma bolsa vaginal
bem definida (Figura 10B) (BRASIL, 2008b; PARAENSE, 2008).
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Figura 10: Estruturas morfoldgicas internas de B. tenagophila (A) Manto rebatido e (B) Sistema reprodutor
(Fonte: (BRASIL, 2008)

26



A espécie B. tenagophila encontra-se distribuida em 10 estados brasileiros, principalmente
nas regides Sudeste e Sul do Brasil, sendo eles Bahia, Espirito Santo, Goiés, Mato Grosso do
Sul, Minais Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Distrito Federal
e Sdo Paulo e é considerada a segunda espécie de importancia epidemioldgica para
esquistossomose no Brasil (BRASIL, 2014a). Apesar de estar presente em toda faixa litoranea
do pais, a maior parte dos casos de esquistossomose nos estados da regido Sul e Sudeste séo
atribuidos a essa espécie (TELES, 2005). A Figura 11 representa a distribuicdo de B.
tenagophila no Brasil.
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Municipios com Biomphalaria
= B renagophifa (565)

Figura 11: Distribuicdo de B. tenagophila (Fonte: (BRASIL, 2008)

Diferentemente das espécies anteriores, 0s moluscos B. straminea possuem uma concha
menor, com cerca de 10mm a 16mm de didmetro e até 4mm de largura, e com 5 giros
arredondados que aumentam juntamente com o diametro (Figura 12). Outra caracteristica
importante é que o lado esquerdo da cocha apresenta uma concavidade mais dilatada do que o
lado direito (BRASIL, 2008b).
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Figura 12: Concha de B. straminea (Fonte: (BRASIL, 2008)

Acerca do aparelho genital, os moluscos B. straminea possuem como caracteristica
especifica a presenca de enrugamento vaginal (Figura 13A), sendo esta empregada como
caracter diagnostico para identificacdo da espécie, uma vez que as espécies B. glabrata e B.
tenagophila apresentam uma bolsa vaginal no aparelho reprodutor. Adicionalmente, os
planorbideos B. straminea ndo apresentam a crista renal pigmentada sobre o tubo renal, sendo
esta caracteristica morfoldgica considerada relevante para a identificacdo da espécie (Figura
13B) (BRASIL, 2008b).
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Figura 13: Estruturas morfolégicas internas do B. straminea (A) Manto rebatido e (B) Sistema reprodutor (Fonte:
(BRASIL, 2008)
28



Dentre as espécies transmissoras da esquistossomose no Brasil, a B. straminea caracteriza-
se por ter amelhor adaptacgdo climética, estando presente em quase todas as bacias hidrogréaficas
do Brasil. Essa espécie estd presente em 24 estados brasileiros (com excecdo do Amapa e
Rond6nia), tendo uma maior distribuicdo nas regides Nordeste e Sudeste. (BRASIL, 2014a),
sendo considerada um importante vetor de transmisséo da esquistossomose na regido Nordeste,
apensar dos baixos niveis de susceptibilidade de infec¢do pelo S. mansoni (OHLWEILER,

2010). A Figura 14 representaa a distribuicdo de B. straminea no Brasil.
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Figura 14: Distribuicdo de B.straminea (Fonte: (BRASIL, 2008)

Em um estudo realizado em 2012, através de métodos de modelagem espacial, Scholte e
colaboradores observaram que as especies Biomphalaria estdo amplamente distribuidas no
Brasil, sendo influenciada por diferentes fatores climaticos e ambientais, principalmente
temperatura e as taxas de precipitagdo. Ademais, esta distribuicdo estd diretamente associada
com a distribuicdo da esquistossomose mansonica no Brasil, ressaltando a importancia de
estudos que visam identificar a distribuicdo e infeccdo dos caramujos, uma vez que essas

informacdes servem de orientacdo para medidas de controle para esquistossomose.
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2. JUSTIFICATIVA

Levando-se em consideracéo que a distribui¢do dos caramujos do género Biomphalaria sp
correlaciona-se diretamente com a distribuicdo de casos de esquistossomose, torna-se
fundamental uma analise detalhada das cole¢des hidricas com relacdo a populagdo de
caramujos, uma vez que representam um fator de risco para a transmissdo da doenca. Além
disso, devido a diversidade de fatores envolvidos na transmissdo da esquistossomose, as
informacdes atualizadas sobre a distribuicdo e caracterizacdo das populacdes de caramujo séo
essenciais e contribuem diretamente para a orientacdo, planejamento e desenvolvimento de
acoes de vigilancia e controle da esquistossomose. Diante do exposto, esse trabalho visa
identificar as colecBes hidricas de Salvador que representam risco na transmissdo da

esquistossomose através da analise das populacdes de caramujos.

30



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar as populagdes de Biomphalaria presentes nas cole¢des hidricas examinadas

em Salvador quanto a prevaléncia de infeccdo por Schistosoma mansoni.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a distribuicdo de Biomphalaria nas colecGes hidricas em Salvador;

e Determinar a prevaléncia de infec¢cdo por S. mansoni em Biomphalaria nessas cole¢fes
hidricas;

e ldentificar as cole¢des hidricas com potencial risco de transmissdo para

esquistossomose em Salvador.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. AREA DE ESTUDO

O estudo foi conduzido no municipio de Salvador, Bahia (Figura 15), o qual esta situado
na regido Nordeste (12°58' 16" S/ 38° 30" 39" W). O municipio, possui 2.675.656 de habitantes
e apresenta uma area territorial de 692,818 km? (IBGE, 2010), e apresenta clima tropical
superimido com temperatura média superior a 18°C em todos os meses do ano (IBGE, 2002).
Sua rede hidrogréafica é formada por 10 Bacias Hidrogréficas, destacando-se a Bacia do Rio

Jaguaribe e Camaraujipe por serem as maiores em extensdo territorial (SANTOS et al., 2010).

Figura 15: Localizagdo da &rea de estudo, estado da Bahia, com destaque para 0 municipio de Salvador (Fonte: a
autora)

Atualmente, 0 municipio de Salvador possui uma organizacao politica-administrativa que
compreende 18 RegiGes Administrativas denominadas de Prefeituras-Bairro, com finalidade
administrativa, de planejamento, gestdo e informacdo, e 12 Distritos Sanitarios (Distrito
Sanitario do Centro Histdrico, Itapagipe, Liberdade, Barra/ Rio Vermelho, Cajazeira, Suburbio
Ferroviario, Sdo Caetano/Valéria, Cabula/Beiru, Pau da Lima, Boca do Rio, Brotas e Itapud),
gue segundo Almeida, Castro e Lisboa (1998) podem ser definidos como um processo de
regionalizacdo que busca estabelecer a universalizacdo e direito ao acesso da populagdo aos
servicos de saude, de modo a melhorar as condi¢cBes de saude com eficiéncia técnica e

operacional, bem como politica, econémica e social.
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A Figura 16 representa a distribui¢do geografica dos 12 Distritos Sanitarios na cidade de
Salvador. A compreensao da distribuicdo geografica dos Distritos Sanitarios de Salvador foi
importante para auxiliar na localizacdo, identificacdo e selecdo dos pontos de coleta para a

investigacdo malacologica de Biomphalaria.
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Figura 16: Distribuicdo geografica dos Distritos Sanitéarios de Salvador (Fonte: CCZ, 2007)

4.2. SELECAO DOS PONTOS DE COLETA

A selecdo dos pontos de coletas foi feita a partir dos dados referentes aos inquéritos
malacoldgicos do Centro de Controle de Zoonoses de Salvador (CCZ). Com base nesses dados,
foram considerados como pontos de coleta as cole¢des hidricas dos Distritos Sanitarios que
apresentaram caramujos do género Biomphalaria eliminando cercarias de S. mansoni no
periodo de 2009 a 2016. Adicionalmente, nosso grupo selecionou trés pontos adicionais para a
pesquisa malacoldgica, baseando-se nos seguinte critérios: cole¢bes hidricas de uso
recreacional e/ou proximidade a areas com histdrico para esqusitossomsoe. No total foram
selecionadas 17 cole¢es hidricas.

A Tabela 2 representa as colec¢Ges hidricas selecionadas para a coleta de Biomphalaria,
organizando-as por sua localizagdo e bairro em seu respectivo Distrito Sanitario, bem como o

ano em que foram identificados caramujos Biomphalaria eliminando cercérias de S. mansoni
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ou se correspondem aos pontos adicionais. Foram selecionadas cinco cole¢des hidricas no

Distrito Sanitéario de Sdo Caetano/Valéria, dois pontos de coleta nos Distritos Sanitarios de Boca

do Rio, Brotas, Cabula/Beiru. Pau da Lima e Subdrbio Ferroviario e um ponto no Distrito

Sanitario do Centro Histérico.

Tabela 2: Colecbes hidricas selecionadas para a coleta de Biomphalaria de acordo com o
Distrito Sanitéario, bairro, coordenadas geogréficas e ano de positividade para S. mansoni

Distrito Localizagéo Bairro Coordenadas Positividade
Sanitario Colecéo Hidrica Geogréficas S. mansoni
_ 38°24'43.85"W
Parque Pituagu 2009/2010/2015
Boca ) 12°58'05.85"S
] Pituacu
do Rio 38°25'45.85"W
Bate Facho 2016
12°57'47.61"S
) ; 38°30'16.0"W o
Dique do Tororo Ponto Adicional
12°5823.5"S
Brotas Brotas
38°28'27.3"W
Avenida ACM 2009/2010
12°5927.0"S
Alameda 38°27°36.3"W
Imbui 2012
Cabula Flamengo 12°57°23.9”S
/Beiru Horta _ 38°30'16.0"W
) Saramandaia 2015
Saramandaia 12°58'23.5"S
R. Nossa
Centro 38°29'53.3"W
o Senhora de Barbalho 2015
Histdrico 12°57'42.0"S
Lourdes
B ) 3 38°21°28.0"W o
Itapua Lagoa do Abaeté Itapud Ponto Adicional
12°56°43.0”S
Jardim Santo 38°27'39.1"W
Lagoa do Urubu ) 2009/2010/2012
Pau Inécio 12°55'07.1"S
da Lima 38°27°38.5°W
Lagoa do IAT Séo Marcos 2015
12°55°04.8”S
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38°28'27.3"W

R. Séo Rafael 2010/2011
12°54'01.7"S
Horta Séo 38°28'6.90"W Ponto
Bartolomeu o 12°53'49.30"S Adicional
Piraja
Séo Caetano 38°28°29.1”"W
_ R. das Fontes 2011
/Valéria 12°54°00.8”"S
38°28°20.0"W
Rio do Cobre 2011
12°54°02.1”’S
) ) Marechal 38°28'16.4"W
Dique do Cabrito 2009/2010
Rondon 12°54'32.6"S
R. Gevarsio 38°29'09.3"W
) ) Itacaranha 2009
Subdrbio Cerqueira 12°53'03.5"S
Ferroviario ) 38°28'21.6"W
R. Ray Charles Paripe 2012
12°50'06.2"S

4.3. COLETA DE MOLUSCOS

As coletas malacoldgicas foram realizadas entre junho e dezembro de 2017 em 8 Distritos
Sanitarios, de modo que em cada colecdo hidrica foi feita apenas uma coleta. O método de
coleta selecionado foi o de Oliver e Schneiderman (1956), o qual emprega o uso de conchas e
auxilio de pingas como utensilios de coleta. O tempo estipulado de coleta foi de 10 minutos.
Cada colecdo hidrica foi analisada quanto a presenca de vegetacdo e de saidas diretas ou
indiretas de esgoto. Adicionalmente, cada colecdo hidrica foi classificada seguindo as
defini¢bes da Resolugdo n® 357 do Conama e do Instituto Brasileiro de Geografia (IBGE).

A densidade de caramujos coletados foi feita dividindo-se o nimero de planorbideos
coletados em cada ponto pelo nimero de coletores que realizaram a coleta no periodo de 10

minutos.

N¢de caramujos coletados

Densidade Populacional de Caramujos = -
Tempo (10 minutos)x N2 de pessoas (1 coletor)

Os caramujos coletados em cada colecdo hidrica foram devidamente acondicionados em
gazes levemente umedecidas com agua do ponto de coleta e armazenados em recipientes
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plasticos previamente identificados com o nome da cole¢do hidrica. Posteriormente, 0s
caramujos foram conduzidos para 0 moluscério do Instituto Gongalo Moniz — FIOCRUZ BA
(IGM), onde foi realizada incialmente a contagem dos caramujos. Em seguida, 0s caramujos
foram acomodados em aquarios plasticos contendo agua filtrada e desclorada, os quais foram
identificados com o nome da cole¢éo hidrica e data da coleta, e protegidos por uma tela para
evitar a exposicdo dos caramujos a insetos. A alimentagdo dos moluscos ocorria semanalmente
em dias alternados, sendo estes alimentados com alface fresca devidamente higienizada e ragédo

suplementada com carbonato de calcio.

44. AVALIAGAO DA INFECCAO POR LARVAS DE TREMATODEOS E
IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS CARAMUJOS

Para avaliacdo da infeccdo por larvas de trematddeos (cercérias), os caramujos coletados
foram submetidos ao Teste de Eliminacdo Classica de Cercarias. Nesta técnica, 0s caramujos
sdo colocados em recipientes transparentes contendo cerca de 4 mL de 4gua desclorada/filtrada
e expostos a luz de lampadas incandescentes por um periodo de 2 a 6 horas. Os caramujos foram
analisados semanalmente por um periodo de 30 dias, de modo que aqueles que ndo eliminaram
cercarias neste periodo foram submetidos a uma avaliacdo adicional por 10 dias.

Cada recipiente foi examinado individualmente com o auxilio de uma lupa para verificar a
presenca de larvas de trematddeos. Nos recipientes onde foi identificada a presenca de larvas,
foram retiradas pequenas aliquotas, as quais foram coradas com Lugol (5%) para a identificacédo
morfolGgica do tipo cercariano no microscopio estereoscopico.

Apos o teste de eliminacdo classica, todos 0s moluscos, negativos ou positivos foram
submetidos as técnicas de identificacdo morfoldgica para Biomphalaria. Para isso, 0s caramujos
foram individualmente mortos em agua 70°C de 10 a 45s e mergulhados em &gua a temperatura
ambiente para seu resfriamento. Em seguida, foi realizada a separacdo da parte mole dos
caramujos da concha com o auxilio de duas pingas (Figura 17). Posteriormente, com uma
l&amina de bisturi foi feita a separacéo da regido cefalopodal (Figura 18), sendo esta armazenada

no freezer -70°C para subsequente extracdo de DNA.
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Figura 18: Regido cefalopodal de Biomphalaria spp (Fonte: LEAL, 2010)

O restante da parte mole foi colocado no fixador Raillet-Henry por 48 horas, e foram
dissecados pela técnica descrita por Paraense e Deslandes, a qual permite identificar
morfologicame as espécies do género Biomphalaria a partir da observacdo de caracteristicas
morfolégicas internas presentes no manto e sistema reprodutor.
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A Figura 19 representa o fluxograma das etapas envolvidas na avaliagéo da infecgdo por

larvas de trematddeos e identificacdo morfoldgica de Biomphalaria spp.

Avaliacdo da Infeccio
por Larvas de
Trematodeos

.......... Teste de Eliminacdo  Jeveeeuenennny
Classica
(semanalmente/30 dias)

l 2 — 4 horas I
Repetir o Teste de POSITIVO (cercaria
Eliminacdo Classica "| NEGATIVO I de S. mansoni ou

(10 dias)

outros tipos
Ccercarianos)

Identificacdo
Morfolagica dos
Caramujos

Identificacdo =
Morfolégica das ““I POSITIVO l __________________________________
NEGATIVO [~

Larvas

[ Corpo I | Separacdo ]____[ Regido ]
Mole corpo mole/concha Cefalopodal
@io DNA

Fixador Raillet
Henry

Identificacdo
Morfolégica das
Larvas

Figura 19: Fluxograma das etapas envolvidas na avaliagdo da infeccdo por larvas de trematédeos e identificagéo

morfologica de Biomphalaria spp.
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4.5. EXTRACAO DE DNA E REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO
REAL

As extracOes de DNA foram realizadas individualmente a partir de fragmentos da regido
cefalopodal dos moluscos que sobreviveram apds 30 dias de analises malacoldgicas, seguindo
0 protocolo padréo do Kit DNeasy Tissue Kit (Qiagen). Para os pontos que apresentaram mais
de 100 caramujos vivos, foi utilizado um programa estatistico para o calculo do tamanho
amostral para obter uma representacao significativa daquela populagdo de moluscos. Para isso,
foi utilizado 0 Software WinPepi, Versdo 1.65 (Disponivel em
http://www.brixtonhealth.com/pepidwindows.html, levando-se em consideracdo um nivel de
confianca de 95%, e que a menor porcentagem de positividade para S. mansoni é de 1% e a
maior de 5%. Todas as extracbes foram realizadas no Instituto Gongcalo Moniz — Fiocruz
BAHIA.

Os primers utilizados foram o Schfo 11 (5'- CGATCAGGACCAGTGTTCAGC -3') e
Schre (5'- GACAGGTCAACAAGACGAACTCG -3"), os quais sdo especificos para o gene que
codifica a subunidade ribossomal 18S rRNA do S. mansoni. Este gene foi selecionado para
amplificacdo pois esté presente em cerca de 100 cdpias no genoma (GOMES et al., 2006).

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR )foi realizada sob as seguintes
configuracdes: etapa inicial de desnaturagdo a 50°C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de
amplificacdo (95°C por 2 minutos, 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos) (adaptado
de GOMES, et al., 2006). Em cada reacdo foram utilizadas controle negativos e uma curva
padrdo foi construida a partir de uma amostra de S. mansoni proveniente de amostras de fezes.
Todas as reagdes foram realizadas em duplicata. O volume final da reacéo foi de 25ul, sendo
utilizado 7,5 pl de H20, 12,5ul de Syber Green, 2ul de cada primer, 1ul de ROX e 2l do DNA

de cada amostra de Biomphalaria.
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5. RESULTADOS

5.1. DISTRIBUICAO E CLASSIFICACAO DAS COLECOES HIDRICAS

Com base na andlise da Figura 20, pode-se constatar que as 17 colegfes hidricas

selecionadas para a coleta malacoldgica estdo amplamente distribuidas na cidade de Salvador,

uma vez que sdo encontradas em 8 dos 12 Distritos Sanitarios, sendo eles o Distrito Sanitario

da Boca do Rio, Brotas, Cabula/Beiru, Centro Historico, Itapud, Pau da Lima, Sdo Caetano

Valéria e Suburbio Ferroviario. A maior concentracdo de pontos de coleta foi observada no

Distrito Sanitario de Sdo Caetano/Valéria, com a presenca de cinco colecGes hidricas.
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Figura 20: Distribuicdo dos pontos de coleta de acordo com os Distritos Sanitarios de Salvador
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A classificacdo quanto ao tipo de colecdo hidrica, presenca de vegetacdo e esgosto foi feita
em 14/17 colec¢des hidricas, pois as cole¢des hidricas ndo incluidas na classificacdo (Rua S&o
Rafael, Rua das Fontes, Rua Ray Charles), tiveram obras de intervencdo publica. Diante disso,
e levando-se em consideracdo a Resolucdo n° 357 do Conama, apenas a cole¢do hidrica do Rio
do Cobre foi classificada como ambiente I6tico, pois apresentou aguas em movimento
representando 7,1% das cole¢des hidricas. Esta foi subclassificada como rio, uma vez que foi
observada a presenca de corrente de agua natural que flui com continuidade.

As demais colecdes hidricas foram classificadas como ambientes Iénticos por
apresentarem &guas paradas com movimento lento ou estagnado, representando 93% das
colecBes hidricas. Destas, 23% foram sub-classificadas como cérregos devido a presenca de
curso de agua corrente de pequeno porte, sendo elas as colec6es hidricas do Parque Pituagu,
Bate Facho, Rua Nossa Senhora de Lourdes. Ja as colecGes hidricas da Alameda Flamengo,
Lagoa do Abaeté, Lagoa do Urubu e Lagoa do IAT foram classificadas como lagoas por
apresentarem um fluxo lento e terem formato circular cercadas por terra, representando 30,7%
das colecdes hidricas. As colecdes hidricas da Horta de Sdo Bartolomeu, Horta Saramandaia e
Rua Gevarsio Cerqueira foram classificadas como valas (23%) devido a observacdo de esgoto
em direcdo aos sistemas de drenagem atravessando casas ou vias publicas. Além disso, foram
incluidos como ambientes Iénticos os diques (15,4%), que se definem como contengdes de dgua
criadas artificialmente, como as colecGes hidricas do Dique do Tororé e Dique do Cabrito. A
colecdo hidrica da Avenida ACM foi classificada como canal (7,7%), uma vez que este
representa o local de escoamento de aguas pluviais.

Na avalia¢do quanto a presenca de contaminacdo ambiental, foi observado que 57,1% das
colecBes hidricas apresentavam contaminacdo ambiental, sendo considerada positiva aquelas
em que havia a saida de esgoto direta ou indiretamente. Ademais, em todas as colecdes hidricas
foram observadas a presenca de vegetacdo nos locais de coleta.

A Tabela 3 sintetiza a classificacdo das colecdes hidricas de acordo com o tipo de colecao
hidrica, vegetacdo e contaminacdo ambiental.

A Figura 21 representa 0 panorama das cole¢fes hidricas por Distrito Sanitario em que

foram realizadas as coletas malacoldgicas.
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Tabela 3: Caracterizagdo dos pontos de coleta de acordo com o Distrito Sanitério,
contaminacdo ambiental, tipo de colecdo hidrica e presenca de vegetacdo

Distrito o ...~ Contaminagdo -
Sanitario Ponto  Colecdo Hidrica Classificacdo Ambiental Vegetacao
1 Parque Pituacu Corrego Néo Sim
Boca do Rio
2 Bate Facho Corrego Sim Sim
3 Dique do Toror6 Dique Né&o Sim
Brotas
4 Avenida ACM Canal Sim Sim
5  Alameda Flamengo Lagoa Né&o Sim
Cabula/Beiru
6 Horta Saramandaia Vala Sim Sim
Centro R. Nossa Senhora . . .
Histdrico ! de Lourdes Corrego Sim Sim
Itapua 8 Lagoa do Abaeté Lagoa Né&o Sim
9 Lagoa do Urubu Lagoa Sim Sim
Pau da Lima
10 Lagoa do IAT Lagoa Sim Sim
11 R. S&o Rafael N.A N.A N.A
12 Horta Sao Vala Né&o Sim
S30 Bartolomeu
Caetangl Valeri 13 R das Fontes NA NA N.A
14 Rio do Cobre Rio Néo Sim
15 Dique do Cabrito Dique Sim Sim
) 16 R. Geva_r3|o Vala Sim Sim
Suburbio Cerqueira
Ferroviario
17 R. Ray Charles N.A N.A N.A

N.A = ndo se aplica
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Distrito Sanitario Boca do Rio

)
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Distrito Sanitario Sao Caetano/Valéria

)

Figura 21: Panorama das coleg¢des hidricas por Distrito Sanitario em Salvador (Fonte: autora)
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5.2. COLETA E IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS CARAMUJOS

No total foram coletados 1,403 caramujos em 12 colecGes hidricas na cidade de Salvador,
sendo elas: Pituacu, Bate Facho, Dique do Torord, Avenida ACM, Horta de Saramandaia, Rua
Nossa Senhora de Lourdes, Lagoa do Urubu, Lagoa do IAT, Horta Sdo Bartolomeu, Rio do
Cobre, Dique do Cabrito e Rua Gevarsio Cerqueira.

Destes, 730 caramujos continuaram viaveis para identificacdo morfologica e extracdo de
DNA apds a exposicao a luz realizada semanalmente no periodo de 30 dias, representando uma
viabilidade de 52%. Com relacdo a média de sobrevivéncia por cole¢do hidrica, pode-se
observar que a maior porcentagem foi oriunda do Dique do Cabrito e Lagoa do Urubu, com
69% de viabilidade, seguido pelo Dique do Tororé e Rua Gevarsio Cerqueira, as quais
apresentaram 66% e 56% de viabilidade, respectivamente.

A partir da anélise morfoldgica, observou-se que em todos os caramujos analisados havia
a presenca da crista renal sobre o tubo renal. Sendo assim, estes foram identificados como sendo

da espécie B. glabrata (Figura 22).

» Tubo Renal

Crista Renal

Figura 22: Manto de Biomphalaria glabrata, ressaltando as estruturas morfoldgicas do tubo e crista renal (Fonte:
autora)
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Em relagdo a distribuicdo, B. glabrata estava distribuida em 8 Distritos Sanitarios,
destacando-se o Distrito Sanitario de Cabula/Beiru, onde na Horta de Saramandaia foram
encontrados 410 caramujos, o Distrito Sanitario da Boca do Rio, no Parque Pituacu, com um
total de 294 caramujos coletados e o Distrito Sanitario de Sdo Caetano/Valéria, onde foram
coletados 289 caramujos na Horta de S&o Bartolomeu. Nao foram encontrados caramujos nas
coleces hidricas da Alameda Flamengo, Lagoa do Abaeté, Rua Sdo Rafael, Rua das Fontes e
Rua Ray Charles. A Figura 23 representa a distribuicdo por Distrito Sanitario das colecfes

hidricas em que foram encontradas B. glabrata.

&
SUBURBJO FERRO 0 5 N

Figura 23: Distribuicdo das colecdes hidricas em que foram encontrados Biomphalaria glabrata

Os resultados relacionados ao total de caramujos coletados, viabilidade apds 30 dias e
especies encontradas em cada colecdo hidrica estao representados na Tabela 4.
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Tabela 4: Total de B. glabrata por cole¢do hidrica, quantidade e percentagem (%) de caramujos

vivos apo6s 30 dias de manutencdo no moluscario

Distritos Colecéo Ponto Caramujos Caramujos
Sanitérios Hidrica Coletados Vivos
Parque Pituagu 1 294 145 (49%)
Boca do Rio
Bate Facho 2 22 13 (59%)
Dique do Tororo 3 3 2 (66%)
Brotas
Av. ACM 4 84 48 (57%)
Alameda Flamengo 5 - -
Cabula/Beiru
Horta Saramandaia 6 410 205 (50%)
o R.N h
Centro Historico 0ssa Senhora de 7 49 27 (55%)
Lourdes
Itapud Lagoa do Abaeté 8 - -
Lagoa do Urubu 9 42 29 (69%)
Pau da Lima
Lagoa do IAT 10 33 18 (54%)
R. Séo Rafael 11 - -
Horta S&o Bartolomeu 12 289 144 (49%)
Séo
Caetano/Valéria R. das Fontes 13 _ _
Rio do Cobre 14 58 28 (48%)
Dique do Cabrito 15 33 23 (69%)
R. Gevarsio Cerqueira 16 86 48 (56%)
Suburbio
Ferroviario R. Ray Charles 17 ) )
Total 1403 730
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5.3. LARVAS DE TREMATODEOS ENCONTRADAS EM BIOMPHALARIA
GLABRATA

A partir da andlise das larvas de trematddeos observou-se a presenca de 5 tipos cercarianos
diferentes sendo transmitidos por B. glabrata encontrados em quatro colecdes: a Horta de
Saramandaia, Lagoa do Uruba, Lagoa do IAT e Dique do Cabrito. Estes tipos cercarianos foram
classificados em dois grupos: o grupo das cercarias com cauda simples, tendo sido encontrados
trés tipos de cercérias, e o0 grupo de cercarias com cauda bifurcada, onde foram encontrados
quatro tipos cercarianos. Todos 0s tipos cercarianos foram encontrados na etapa adicional de
analise pelo Teste de Eliminacdo Classica, e ndo foi observada coinfeccéo.

Dentre os tipos cercarianos com cauda bifurcada, destaca-se a cercéria de S. mansoni
(Figura 24A2), a qual caracteriza-se pela presenca de furcas curtas, auséncia de faringe e ocelos,
além da presenca de ventose ventral. Esse tipo cercariano foi encontrado em caramujos
presentes em duas colecdes hidricas, sendo elas a Lagoa do IAT, no Distrito Sanitario do Pau
da Lima e na Horta de Saramandaia, localizada no Distrito Sanitario do Cabula/Beiru.

Na Horta de Saramandaia também foram identificados 9 exemplares de B. glabrata
eliminando exclusivamente outros tipos cercarianos de cauda simples, os quais foram
classificados como cercarias do grupo das Xifidiocercarias, uma vez que foi observada a
presenca de estiletes e auséncia de ocelos pigmentados (PINTO; MELO 2013). Dentre 0s tipos
cercarianos do grupo Xifidiocercaria, nosso grupo encontrou dois tipos: a Cercéria Lutzi
(Figura 24B1) e Santense (Figura 25B2,B3), ambas descritas previamente por Ruiz, em 1943 e
1952, respectivamente.

Na colecéo hidrica do Dique do Cabrito também foram encontrados B. glabrata eliminando
tipos cercarianos com cauda bifurcada, porém pertencentes ao grupo Distoma Brevifurcada
Faringeada da familia Clinostomidae (Figura 24C), a qual caracteriza-se por apresentar um
tronco caudal estreito, presenca de ocelos e membrana nadatdria dorsal (PINTO; MELO, 2013)
e ao grupo da Distoma Brevifurcada Afaringeada da familia Spirorchiidae (Figura 24D), cuja
diferenga para a familia anterior, é a auséncia da faringe no corpo (PINTO; MELO , 2013).

O grupo de cercérias com cauda bifurcada foi encontrada em B. glabrata na colecdo hidrica
da Lagoa do Urubu presente no Distrito Sanitario de Pau da Lima, sendo estas pertencentes ao
grupo Distoma Longifurcada Faringeada, da familia Strigeidae (Figura 24E). As cercérias dessa

familia possuem, além da cauda bifurcada, a presenca de ventosa ventral bem desenvolvida,
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auséncia de ocelos e tronco caudal longo (PINTO; MELO, 2013). A Figura 24 representa 0

panorama das larvas de trematddeos encontradas em B. glabrata.

Abertura do Ducto % Al A2
Glandula da Cabega—"" 5‘0’:‘-
Ventosa Oral = le‘g\
Glandula Acetabulares ";
Glandulas Pré Acetabulares
Acetdbulo
Glandulas Pos Acetabulares =
Glicogdlix
100x
40x 40x 40x
100x 100x
100x

Figura 24: Larvas de trematddeos encontradas em B. glabrata; (A1) Diagrama cercéria S. mansoni (Adaptado de
DORSEY, 2002), (A2) Cercéria S. mansoni; (B1) Cercéria Lutzi; (B2,3) Cercaria Santense, (C) Clinostomidae,

(D) Spirorchiidae e (E) Strigeidae. Fonte: (A autora)
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A Tabela 5 representa as cole¢des hidricas em que foram encontrados B. glabrata

eliminando cercérias, bem como a porcentagem de positividade.

Tabela 5: Tipos cercarianos encontrados em exemplares de Biomphalaria glabrata nas

coleces hidricas de Salvador

Distritos . Colecéo Caramujos Tipos s
. Bairro o . . Positividade
Sanitarios Hidrica Positivos Cercarianos
i 0,
Horta 41205 S. mansoni 1,9%

Cabula/Beiru  Saramandaia

Saramandaia
9/205 Xifidiocercarias 4,3%

Jardim Santo  Lagoa do

.. 0
InAcio Urubu 9/29 Strigeidae 31%
Pau da Lima
L d .
Sao Marcos agoa do 1/18 S. mansoni 5,5%
IAT
1/23 . .. 4,3%
S&o Marechal Dique do Spirorchiidae

Caetano/Valéria Rondon Cabrito

1/23 4,3%

Clinostomidae

5.4. DETECCAO MOLECULAR DE S. MANSONI EM B. GLABRATA

Apos o calculo do tamanho amostral dos moluscos que sobreviveram a exposicéo a luz nos
pontos com uma quantidade > 100 caramujos coletados, o nimero de caramujos Vivos utilizados
para a extracdo de DNA e gPCR para os pontos da Horta de Saramandaia, Horta de S&o
Bartolomeu e Parque Pituacu, foi de 145, 100 e 100, respectivamente. Diante disso, 0 nimero
total de B. glabrata sobreviventes para o gPCR passou de 730 para 626.

No gPCR, foram consideradas como positivas as amostras que apresentaram a temperatura
de melting igual ao dos controles positivos e amplificacdo até o Ct 35, o qual foi selecionado a
partir da sensibilidade da curva padrdo. O fator de correlagdo (R?) foi de 0,99. Todos os

controles negativos foram negativos em todos 0s experimentos.
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Atraveés da técnica de gPCR para pesquisa de S. mansoni, pode-se observar que dentre as
626 amostras, 39 foram consideradas positivas, representando uma positividade de 6,2%.
Enquanto que no Teste de Eliminacdo Classica apenas 5 (0,8%) amostras foram positivas

(Figura 28).

7,0%
6,2%
6,0%
5,0%
[«5)
3
T 4,0%
=
=
8 3,0%
o
N
< 2,0%
1,0% 0.8%
,0%
0,0% \—|
Eliminagdo Cercaria gPCR

Figura 25: Comparacéo entre a porcentagem de caramujos positivos no Teste de Eliminagdo Cléssica e qPCR

A sensibilidade do gPCR para deteccdo das infeccBes por S. mansoni foi de 100% e a
especificidade de 94,5% baseado nas comparacGes com 0s resultados do Teste de Eliminacao
Classica (padrédo ouro). Esse resultado reflete a sensibilidade da deteccdo molecular em relacéo
ao Teste de Eliminacdo Classica, sugerindo que a detec¢do molecular é mais sensivel do que o

método convencional (Tabela 6).

Tabela 6: Sensibilidade e especificidade do gPCR em relacéo ao teste classico de eliminagéo

de cercaria
Eliminacé&o Classica
gPCR . .
Positivo Negativo Total
Positivo 5 34 39
Negativo 0 587 587
Total 5 621 626

Sensibilidade = 100% e especificidade = 94,5%
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Nenhum caramujo que havia previamente eliminado outros tipos cercarianos foi positivo
para S. mansoni no qPCR. Desta maneira, das 12 cole¢des hidricas onde foram encontrados B.
glabrata, 41,7% foram positivas para S. mansoni exclusivamente no gPCR, sendo elas o Parque
Pituacu, Avenida ACM, Rua Nossa Senhora de Lourdes, Horta de Sdo Bartolomeu e Dique do
Cabrito. As colecdes hidricas do Dique do Tororo, Bate Facho, Lagoa do Urubu, Rio do Cobre
e Rua Gevarsio Cerqueira foram negativas para S. mansoni, tanto no Teste de Eliminacao
Classica, como no gPCR.

A maior taxa de positividade através do gPCR foi observada na cole¢éo hidrica do Dique
Cabrito, onde 43,6% dos caramujos foram positivos para S. mansoni. A colecdo hidrica da Av.
ACM também apresentou uma taxa de positividade significativa, sendo observada uma taxa de
positividade de 18,7%, seguido pela Lagoa do IAT e Rua Nossa Senhora de Lourdes.

Acerca das colecdes hidricas que foram previamente positivas para S. mansoni, foi
observado um aumento nas taxas de positividade. Na colecéo hidrica da Lagoa do IAT, a taxa
de positividade pelo Teste de Eliminacdo Classica foi de 5,5%, tendo tido um aumento de
11,1%, uma vez que no gPCR essa taxa foi de 16,6. De forma semelhante, a colec&o hidrica da
Horta de Saramandaia que anteriormente apresentou uma positividade de 1,9% pelo Teste de
Eliminacdo Classica, teve um aumento de 2,9% em sua positividade, tendo sido encontrado
4,8% dos caramujos positivos para S. mansoni.

A Tabela 7 representa os resultados observados acerca da positividade de S. mansoni no

Teste de Eliminacdo Classica e no gPCR, levando-se em consideracdo 0s caramujos viaveis.
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Tabela 7: Taxa de infeccdo obtidas no gPCR e no teste de eliminacao classica nas amostras de
B. glabrata sobreviventes

Taxa de Infeccéo

o ~ B. glabrata
Distrito Colecéo .
. o sobreviventes Teste de
SEITEE el para qPCR Eliminacao Classica PERE
S. mansoni Outros
Parque Pituacu 100 — — 5 (5%)
Boca do Rio
Bate Facho 13 — — —
Dique do Toror6 2 — — —
Brotas
Av. ACM 48 — — 9 (18,7%)
) Horta
Cabula/Beiru ) 145 4 (1,9%) 9 (4,3%) 7 (4,8%)
Saramandaia
Centro R. N. Senhora de
o 28 — — 3 (10,7%)
Histérico Lourdes
Lagoa do Urubu 29 — 9 (31%) —
Pau da Lima
Lagoa do IAT 18 1 (5,5%) — 3 (16,6%)
Horta Séo
100 — — 2 (2%)
N Bartolomeu
Sao
Caetano/Valéria Rio do Cobre 28 — — —
Dique do Cabrito 23 — 2 (8,6%) 10 (43,4%)
Suburbio R. Gevarsio 18
Ferroviario Cerqueira
Total 626 5 20 39
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6. DISCUSSAO

As coletas malacoldgicas realizadas no presente estudo demonstraram que B. glabrata
encontra-se distribuida em 70,6% das cole¢cdes hidricas examinadas no presente estudo em
Salvador, tendo sido coletados 1,403 caramujos desta espécie. Estes, estavam presentes em
habitats diversos, sendo eles rios, diques, canais, valas, lagoas, rio e corregos. A maior parte
dos caramujos estavam presentes em cérregos e valas, as quais juntas, representam 50%
colecdes hidricas.

Nas colec@es hidricas da Alameda Flamengo, Lagoa do Abaeté, Rua Séo Rafael, Rua das
Fontes e Rua Ray Charles, ndo foram encontrados B. glabrata. Destas, 60% tiveram obras de
intervencdes publicas, tais como esgotamento sanitario e pavimentacao de ruas. Sendo assim,
e levando-se em consideracdo que as doencas parasitarias refletem as condi¢des sanitarias, bem
como 0s habitos de higiene de uma populacdo, estes resultados demonstraram que 0
direcionamento de intervencdes publicas efetivas é fundamental para proporcionar melhorias
de condicdo de vida e consequentemente a prevencdo e controle de doencas parasitarias
(FONSECA et al., 2010).

As maiores densidades populacionais de B. glabrata foram observadas nas colec¢des
hidricas presentes no Distrito Sanitario de Cabula/Beiru, com 410 caramujos, seguido pelos
Distritos Sanitéarios de Sdo Caetano Valéria/ e Boca do Rio, com 380 e 316 caramujos coletados,
respectivamente. Dentre essas cole¢des hidricas, destacam-se a Horta de Saramandaia e a Horta
de Sdo Bartolomeu. De fato, apesar dos caramujos Biomphalaria serem comumente
encontrados em colec¢Bes hidricas naturais, a maior densidade populacional costuma ser
observada em criadouros artificias tais como as valas de drenagem e de irrigacéo relacionadas
a atividade humana (BARBOZA et al., 2012; REY, 2001). A irrigacdo constante das hortas
fornece as condicdes ideais para a formacdo de criadouros para Biomphalaria spp (NETO et
al., 2012). Um estudo realizado em 2006 no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais investigou
a abundéancia e distribuicdo geografica de Biomphalaria em colec6es hidricas, incluindo 7
hortas. Seus resultados demonstraram que em todas as valas de irrigagdo das hortas foram
encontrados Biomphalaria spp (TIBIRICA, 2006), reforcando o fato de que a intervencao
humana nos ambientes naturais interfere e contribui diretamente para a espacializacdo de
caramujos Biomphalaria (BORGES, 2008).

A terceira colecdo hidrica com maior densidade de B. glabrata foi o Parque Metropolitano
de Pituagu. Alguns fatores que contribuiram para esse cenario relacionam-se com a presenca de

aguas de curso Iéntico e de vegetacdo e substratos organicos (lodoso), que segundo Carvalho
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(2008) fornecem condigdes favoraveis para a distribuicdo de caramujos dessa espécie. Essa
ampla distribuicdo também foi observada em um estudo realizado por Teixeira e colaboradores
(2011), os quais empregaram o uso de algumas variaveis ecoldgicas, tais como pH, temperatura
e salinidade, para explicar a ocorréncia de B. glabrata no Parque Metropolitano de Pituacu.

Acerca da viabilidade dos caramujos, pode-se observar que 56% estavam viaveis apds as
andlises semanais por 30 dias. Esse resultado sugere que o tempo de analise pode ter
influenciado na sobrevivéncia de B. glabrata. Faro e colaboradores (2013) analisaram
semanalmente por 62 dias a taxa de sobrevivéncia de caramujos infectados laboratorialmente.
Como resultado, esses autores observaram que 86,6% caramujos infectados permaneceram
vivos, enquanto que ndo tiveram perdas no grupo controle. Os autores atribuiram essa diferenca
a fatores como idade, tamanho da concha, bem como ao tempo de andlise apds a exposicdo aos
miracidios. Além disso, é possivel que os caramujos que Ndo permaneceram Vviaveis estivessem
parasitados por S. mansoni. Neste cendrio, as alteragdes na taxa de sobrevivéncia de B. glabrata
podem ser devido as diferencas na susceptibilidade e quantidade de miracidios que penetraram
no caramujo (BEIDEMAN; FRIED; SHERMA, 2013; RIES, 2011).

Apenas as colecBes hidricas da Horta de Saramandaia e Lagoa do IAT foram positivas para
S. mansoni no Teste de Eliminacdo Classica ap6s 30 dias, com taxa de 1,9% e 5,5% de
positividade, respectivamente. Os resultados encontrados na Horta de Saramandaia eram
esperados, uma vez que as condi¢bes de cultivo e irrigacdo da Horta eram insatisfatorias e
apresentaram-se de forma rudimentar e precéria, com a presenca de canais escavados para
irrigacdo das hortalicas, que associadas com as condi¢cfes sanitarias precarias do bairro e
elevada densidade populacional de B. glabrata fornecem as condi¢cGes necessarias para a
manutenc¢do do ciclo do S. mansoni neste local. Além disso, em 2015, o CCZ identificou B.
glabrata positivos para S. mansoni. Do mesmo modo, na regido da Lagoa do IAT também foram
observadas condicdes para manutencdo do ciclo, tais como despejo de esgoto das residéncias
direto na colecdo hidrica e relatos de moradores positivos para esquistossomose na regiao.

No Teste de Eliminacdo Classica, o presente estudo também identificou 20 B. glabrata
eliminando outras larvas de trematddeos, sendo elas as Xifidiocercéarias, cujas metacercarias
sdo formadas em anfibios ou insetos aquaticos (PINTO; MELO, 2013), as cercarias da familia
Spirorchiidae, as quais parasitam vasos sanguineos de répteis, aves e mamiferos (SOUZA,
2006), Clinostomidae, parasitas de aves e Strigeidae, que sdo parasitos intestinais de aves e
mamiferos. Estes tipos cercarianos transformam-se em larvas em moluscos gastropodes
(PINTO; MELO, 2013).
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A presenca de B. glabrata eliminando Xifidiocercarias também foi observada pelo CCZ
em 2017 em coleces hidricas do Suburbio Ferroviario. Alguns estudos descritos na literatura
ja avaliaram a presenca deste tipo cercariano em Biomphalaria spp. Moraes e colaboradores
(2009) realizaram um estudo na cidade de Guarulhos (S&o Paulo) para avaliar a presenca de
larvas de trematddeos em Biomphalaria spp, e observaram que o tipo cercariano mais frequente
foi a Xifidiocercéria, representando 76,5% de todas as infec¢des. Em 2012, Souza e Melo, na
cidade de Mariana, em Minas Gerais também identificaram B. glabrata eliminando
Xifidiocercarais apos fotoestimulacdo. Apesar de ndo serem responsaveis por nenhuma doenca
de importancia clinica, a presenca de Xifidiocercarias tem sido considerada como um controle
bioldgico para larva de mosquitos (CARVALHO; ANDRADE; UETA, 2002).

Este foi o primeiro estudo que fez a identificacdo de outros tipos cercarianos da familia
Strigeidae, Clinostomidae e Spirorchiidae na cidade de Salvador. As cercarias da familia
Spirorchiidae foram observadas por Souza e colaboradores (1998) e Pinto e Melo (2013) nas
trés principais espécies transmissoras da esquistossomose no Brasil: B. glabrata, B. tenagophila
e B. straminea, na cidade de Minas Gerais. Em 2013, Pinto e Melo também identificaram nessas
espécies a presenca de cercarias da familia Clinostomidae. Este tipo cercarino é considerado
um parasita da cavidade oral de aves, mas ja foram relatados casos acidentais de contaminacao
de seres humanos por espécies de Clinostomum (PINTO; MELO, 2013; PARK et al., 2009). Ja
as cercarias da familia Strigeidae foram identificadas por Rodrigues e colaboradores (2017) em
um levantamento da biodiversidade de larvas de trematdédeos em Biomphalaria sp em dois
municipios do estado do Maranhdo. De modo semelhante, Souza e colaboradores (2008)
observaram a presenca de cercarias da familia Strigeidae em B. glabrata em Pernambuco.
Thiengo e colaboradores (2006) identificaram B. tenagohila eliminando cercéria da familia
Strigeidae no noroeste fluminense. Entretanto, nos estudos de Silva e Melo (2013) este tipo
cercariano foi eliminado apenas por B. glabrata e B. tenagophila presentes na cidade de Ouro
Branco, em Minas Gerais.

O Teste de Eliminacdo Classica possui limitacbes em situagdes como baixa carga
parasitaria, infecgdes pre-patentes, desenvolvimento interrompido do esporocisto e morte dos
caramujos apos a exposicdo, interferindo diretamente na interpretacdo dos resultados
(BARBOSA, 1992; HANELT et al., 1997; TORRIJOS, et al., 2014). Logo, apesar do uso de
técnicas moleculares para identificar o DNA de S. mansoni ainda ser restrita, diversos trabalhos
desenvolveram técnicas de PCR para detectar o DNA de S. mansoni em varios alvos
moleculares. Hamburguer e colaboradores (1998) empregaram o PCR baseada em uma

sequéncia de DNA de 121bp, a qual apresentou uma sensibilidade de 80% no primeiro dia apds
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infec¢do. Outro grupo de pesquisadores selecionaram um alvo ribossomal (18S rDNA) do S.
mansoni para amplificagdo por nested PCR, e ap6s uma semana de infecgdo, encontraram uma
sensibilidade de 100% (Hanelt et al., 1997). Logo, a detec¢do molecular permite uma avaliagcdo
precoce da infeccdo por S. mansoni ainda na fase pré-patente, demonstrando-se mais sensivel
que os metodos classicos. Recentemente, Caldeira e colaboradores (2017) empregaram a
técnica de PCR em baixa estringéncia (LS-PCR) para avaliar a infecgdo por S. mansoni em
Biomphalaria spp. Esses autores demonstraram que esta técnica foi altamente sensivel e
especifica, sendo capaz de detectar o DNA de S. mansoni quando um caramujo positivo
estivesse presente em um pool de 1000 caramujos.

Apo6s empregar a técnica de qPCR para avaliar a positividade por S. mansoni, as colecdes
hidricas que foram previamente positivas no Teste de Eliminacdo Classica, também
amplificaram o DNA de S. mansoni. Na Lagoa do IAT a taxa de infeccdo de 5,5% no Teste de
Eliminacdo Classica passou para 16,6% ap6s o gPCR. J& na Horta de Saramandaia a taxa de
infeccdo para S. mansoni passou 1,9% para 4,9% quando avaliamos os resultados do Teste de
Eliminacdo Classica em associa¢do com o gPCR.

Levando-se em consideracdo que serdo realizadas intervengdes urbanisticas, tais como a
construgéo de pragas, obras de micro e macrodrenagem e pavimentagdo (CARVALHO, 2016)
na &rea da Horta de Saramandaia, este local provavelmente tera sua positividade para S.
mansoni alterada, podendo até mesmo deixar de ser um local de transmissdo para
esquistossomose. No entanto, um estudo piloto realizado recentemente pelo nosso grupo para
avaliar a prevaléncia da esquistossomose mansonica em 55 moradores distribuidos em 5 areas
no Bairro de Saramandaia (incluindo a &rea da antiga horta) constatou que cerca 24% da
populacdo nessas regides estdo positivas para esquistossomose, demonstrando que existem
outros possiveis focos ativos de transmissdo para a esquistossomose no bairro de Saramandaia
(dados ndo publicados).

Nossos resultados mostraram que alguns caramujos negativos no Teste de Eliminacao
Classica foram positivos no qPCR, representando 5,4% do total caramujos. Enquanto que no
Teste de Eliminacdo Classica, menos de 1% dos caramujos eliminaram cercarias de S. mansoni
Estes resultados sdo semelhantes aos descritos na literatura, demonstrando que a técnica de PCR
se apresenta com um método mais sensivel que a técnica de Eliminagdo Classica. Farghaly e
colaboradores (2016) compararam a sensibilidade de dois métodos convencionais de analise, 0
Teste de Eliminacdo Cléssica e o esmagamento de concha, com o PCR. Foi observado que a
média de sensibilidade do Teste de Eliminacdo Classica comparada com o PCR foi de 23,8% e

com o esmagamento de concha de 46,4%; enquanto que a sensibilidade do PCR foi 100%,
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demonstrando que o PCR possui uma sensibilidade superior aos métodos tradicionais, sendo
capaz de detectar casos positivos que foram falsos negativos nos demais métodos. Melo e
colaboradores (2006) também observaram que o PCR permite a identificagdo em “pools” de
caramujos que foram previamente negativos nos métodos convencionais.

Acerca das colec¢Ges hidricas que foram positivas para S. mansoni exclusivamente no
gPCR, é fundamental fazer uma analise sobre seu historico de positividade de caramujos para
S. mansoni. No Parque Metropolitano de Pituacu, esta positividade foi observada em 2009,
2010 e em 2015. Acredita-se que a associacdo entre a presenca de B. glabrata e o despejo de
dejetos domiciliares decorrentes de ligagdes clandestinas de esgoto de residéncias proximas ao
Parque Metropolitano de Pituacu, foram fatores que contribuiram para essa positividade. Além
disso, em 2002 devido ao processo de degradacdo das dguas da Repressa de Pituagu, ocorreu
um vazamento da tubulacdo de esgotamento sanitario, que além de impedir o uso de suas aguas,
também iniciou o processo de eutrofizagdo (GOMES, 2008). Possivelmente, a positividade
observada no presente estudo nesta colecdo hidrica seja reflexo da contaminacdo ambiental
prévia.

De forma semelhante, a positividade observada em 2015 (CCZ, 2015) e no presente estudo
na Rua Nossa Senhora de Lourdes, também é reflexo de contaminagdo ambiental, uma vez que
ha a presenca direta de saidas de esgoto das residéncias proximas ao local de coleta. Em
contrapartida, mesmo tendo todas as condi¢Bes para manutencdo do ciclo da esquistossomose
e ter sido positiva em 2016 (CCZ, 2016), a colecdo hidrica do Bate Facho apresentou um
resultado negativo em ambas as técnicas empregadas nesse trabalho para avaliar infeccéo por
S. mansoni. Acredita-se que por se tratar de uma vala de esgoto, as condigdes ambientais tenham
sido desfavoraveis para o sucesso da infeccdo pelo S. mansoni em B,glabrata.

Este foi o primeiro trabalho que identificou a positividade para S. mansoni na colecéo
hidrica da Horta de Sdo Bartolomeu, a qual foi positiva apenas no gPCR. Contudo, em 2015,
nosso grupo realizou um trabalho com 1,335 moradores de 3 microéreas no bairro de S&o
Bartolomeu para avaliar a distribui¢do da infecg@o por S. mansoni nesta populagédo, bem como
a epidemiologia genética do S. mansoni. Como resultados, foi observada uma taxa de
positividade de 24,7% para esquistossomose (BLANTON, et al., 2015). Em 2006 também foi
realizado um estudo em 268 escolares que residiam no bairro de S&o Bartolomeu afim de
investigar a presenca de casos de esquistossomose na regido. Como resultado, os autores
encontraram uma positividade de 30,2%, sendo que a maior quantidade de ovos/gramas de
vezes foi observada nas criangas que moravam proximas as cole¢des hidricas naturais na area

de S&o Bartolomeu (GUIMARAES, 2006). Apesar desses estudos terem sido realizados em
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locais distintos ao do presente estudos, estes fazem parte da mesma bacia hidrogréafica, de modo
que é importante observar que os possiveis focos de transmissdo para esquistossomose nao
estdo presentes de modo isolado, mas sim presentes em distintos pontos préximos ao Parque
Sdo Bartolomeu. Adicionalmente, nosso grupo realizou exames parasitologicos nos
trabalhadores da Horta de S&o Bartolomeu, encontrando 46% positividade para
esquistossomose (dados ndo publicados).

A maior taxa de infeccdo dentre as colecdes hidricas analisadas pelo gPCR foi no Dique
do Cabrito, sendo 43,3% dos caramujos positivos para S. mansoni. Esse resultado pode ser
explicado segundo Santos (2010) que afirma “Devido ao langamento de efluentes e de esgotos
domeésticos e industriais, o Dique encontra-se, atualmente, com um alto indice de degradacao
ambiental”. L0ogo, esse cenario relaciona-se diretamente com a presenca de risco de transmissédo
de doencas parasitarias devido a precariedade na qualidade das dguas do Dique, bem como as
condic@es insatisfatdrias de saneamento bésico. Diante do exposto, ainda que ndo tenha sido
observada a eliminacdo de cercéria de S. mansoni na primeira etapa de analise malacoldgica,
os resultados encontrados no gPCR eram provaveis, uma vez que recentemente, nosso grupo
avaliou a prevaléncia de infeccdo em 1870 moradores da regido do Dique do Cabrito,
empregando tanto 0 método de POC-CCA quanto o Kato-Katz. A taxa de infeccao pelo Kato —
Katz foi de 2,44% e no POC-CCA foi de 11% (incluindo traco positivo). A associacdo desses
dados com os do gPCR demonstram que este local apresenta potencial de transmissdo para
esquistossomose em Salvador.

Apesar de ndo terem sido encontrados B. glabrata positivos para S. mansoni na colecéo
hidrica do Dique do Torord, tanto no Teste de Eliminacao Classica, como no qPCR, este local
ja foi um dos principais focos de transmissdo da esquistossomose em Salvador. O primeiro
relato da presenca de moradores com esquistossomose no entorno do Dique do Tororé ocorreu
em 1962. Naquela época, as condicBes de saneamento basico eram precarias na regiao, de modo
que boa parte dos dejetos provenientes das residéncias eram despejados diretamente no Dique
do Toror6. No mesmo ano, tiveram inicio as obras de saneamento na regido, sendo construidos
canais submersos e uma rede de esgoto, de modo que todos os dejetos que eram despejados no
Dique, iriam ser jogados no Rio Lucaia, e somente as aguas pluviais continuaram sendo
despejadas (OLIVEIRA, 2007).

A Lagoa do Urubu foi considerada negativa para S. mansoni levando-se em consideragédo
o0 Ct 35. Durante a selecéo do Ct para considerar uma amostra positiva, observamos que o gPCR
foi capaz de amplificar o DNA de S. mansoni em um caramujo previamente positivo para outros

tipos cercarianos no Teste de Eliminacdo Classica. No entanto é importante ressaltar que essa
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amplificacdo gerou um Ct 38, que segundo Too et al. (2003) sugerem um resultado falso
positivo. Além disso, afim de evitar reacdes cruzadas, a regido selecionada para amplificacéo
(aporcdo 18S rRNA) esta presente cerca de 100 vezes no genoma do S. mansoni, sendo o primer
selecionado especifico para essa regido (GOMES et al.,, 2006; JOHNSTON; KANE;
ROLLINSIN, 1993).

A auséncia de taxas de coinfeccdo nos caramujos observados nesse estudo pode ser
explicada pelo antagonismo cercariano, a qual leva a uma competicdo entre as larvas de
diferentes trematddeos e também a uma reducdo no numero de parasitas que conseguem
completar seu desenvolvimento. Machado e colaboradores (1988) observaram que as cercarias
de S. mansoni ndo se desenvolvem em B. tenagophila previamente infectados com cercarias
longifurcadas. Apesar dos nossos resultados serem relacionados com outro tipo cercariano, o
antagonismo cercariano pode explicar o fato de ndo ter sido observada a elimina¢do de ambos
0s tipos cercarianos no Teste de Eliminacdo Classica. Entretanto, a eliminacdo simultanea de
cercarias em coinfec¢des € possivel e foi observada por Moraes e colaboradores (2009), os
quais identificaram infeccdo dupla de S. mansoni e C. lutzi apenas em 6,55% de B. tenagophila.

Complementarmente, nossos resultados no gPCR evidenciaram que 0s caramujos que
eliminaram cercérias de S. mansoni geraram um Ct 16, indicando uma grande quantidade de
DNA do parasita. Todavia, aqueles que foram negativos no Teste de Eliminacdo Classica, mas
positivos no qPCR, geraram um Ct entre 30 a 35, demonstrando uma menor quantidade de
DNA.

O aumento nas taxas de infeccdo a partir da associacdo de métodos classicos e PCR
encontrada nesse estudo corrobora como estudos prévios na literatura. Jannotti e Souza (2000)
utilizaram o LS-PCR em associacao com o Teste de Eliminacgdo Cléassica para determinar a taxa
de infeccdo pelo S. mansoni apds 7 e 42 dias em B. straminea e B. tenagophila previamente
expostos a miracidios. Apesar de empregarem outra técnica de PCR e avaliarem a infeccdo em
outras espécies de Biomphalaria spp, os resultados encontrados corroboram com o0s
encontrados no presente estudo, uma vez que a taxa de infeccdo aumentou de 20% para 55%
no B. straminea e de 45% para 67,6% no B. tenagophila. Além disso, o LS-PCR foi capaz de
detectar o DNA de S. mansoni na fase pre-patente da infeccéo.

Outro fator que pode explicar a positividade para S. mansoni no gPCR apesar da auséncia
de eliminacdo de cercarias relaciona-se com o sistema imune de Biomphalaria spp. A
resisténcia ou susceptibilidade a infecgdo pelo S. mansoni nesses caramujos esta diretamente
relacionada com a capacidade dos hemdcitos fagocitarem e destruirem o parasita. Lu e

colaboradores (2016) identificaram exemplares de B. sudanica que ndo eliminaram cercarias
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de S. mansoni, mas foram positivos no PCR. Para explicar esses resultados, os autores discutem
o fato de que as infecgBes ndo bem-sucedidas, as quais ndo levam a eliminacéo das cercarias,
podem ser detectadas pelo PCR pois 0 DNA do parasita ainda ndo foi completamente
degradado. Esse fenbmeno também ja foi descrito em B. glabrata, onde parte dos esporocistos
primarios sdo degenerados ou encapsulados pelos hemadcitos, de modo que a infeccdo ndo é
bem-sucedida. De fato, 0s esporocistos possuem uma funcdo fundamental na progresséo da
doenca, uma vez que os niveis de producao das cercarias esta diretamente relacionado com seu
desenvolvimento e concentracdo durante a infeccdo no caramujo (THERON; PAGES;
ROGNON, 1997).

Outra resposta imune que pode levar ao atraso na eliminacdo de cercarias, é 0
desenvolvimento atrasado na resisténcia do caramujo a infecgédo por S. mansoni. Nesse sentido,
Borges, Souza e Andrade (1998) discutem que ocorrem mudangcas teciduais significativas nos
caramujos Biomphalaria infectados e que ndo eliminaram cercarias. Em B. glabrata esses
autores observaram que ocorre uma proliferacdo focal e difusa dos amebdcitos, a qual é
acompanhada de expansdo da matriz extracelular, podendo ter uma aparéncia similar a
observada em granulomas. Lemos e Andrade (2001) discutem que essas mudancas teciduais se
desenvolvem gradualmente ao longo da infec¢do nos caramujos que anteriormente eliminavam
cercarias. Essas alteracGes teciduais também foram observadas por Naga e Radwan (2012), 0s
quais observaram que B. alexandria descendentes de caramujos susceptiveis ndo foram capazes
de eliminar cercarias apds 30 dias de infeccdo. Entretanto, segundo (BORGES; SOUZA,
ANDRADE apud SOUZA, dados ndo publicados), estas alteracdes teciduais ndo garantem a
erradicacdo completa da infec¢do, uma vez que alguns esporocistos remanescentes podem ser
capazes de completar o desenvolvimento do parasita, de modo que a liberagdo das cercarias
pode ocorre em até 9 meses apos a infeccgao.

E importante salientar que a reproducdo entre caramujos susceptiveis e resistentes
influenciam no tempo de desenvolvimento do S. mansoni no caramujo. Lewis e colaboradores
(1993) em um estudo com B. glabrata obtidos a partir do cruzamento com espécies resistentes
e susceptiveis, identificaram que cerca de 20% dos caramujos descendentes apresentavam um
atraso na fase pré patente, que podia durar até 10 meses. Guimaraes e colaboradores (1997)
também discutem que B. glabrata podem apresentar um perfil parcialmente resistente, no qual
a fase pre patente e patente podem juntas chegar até 1 ano, sem causar nenhum tipo de dando
para 0 caramujo ou para o parasita.

A auséncia da eliminagéo de cercérias também pode ser estar relacionado com 0 processo

de esporocistogénese. Estudos experimentais demonstraram que a formacdo do esporocisto
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secundario pode ser proveniente tanto do esporocisto primario como pode ocorrer um processo
de auto replicagéo, produzindo novas geracdes de esporocistos (HANSEN, 1973; KECHEMIR,;
THERON, 1980; TOUASSEM; THERON, 1986). Jourdane e Théron (1987) observaram que
durante o processo de esporocistogénese podem ocorrer alteracdes, de modo que a localizacéo
do esporocisto secundario durante sua migracdo dentro do caramujo determina o sucesso do
desenvolvimento do parasita. Uma dessas alteracdes ocorre quando o esporocisto secundario
migra para regides ectdpicas, tais como a regido cefalopodal e rins, de modo que ao invés de
produzir cercarias, produz outra geracao de esporocistos (JAMIENSON, 2016). Esse fendmeno
foi observado por Richards e colaboradores (1992) em B. glabrata parcialmente resistentes,
tendo um retardo de até 7 meses na liberacdo de cercarias.

Neste sentido, os resultados do presente estudo identificaram coleces hidricas com a
presenca de B. glabrata positivos para S. mansoni, podendo-se inferir que estes sao suscetiveis
a infeccdo e que os locais onde foram encontrados atuam como focos de transmissdo para
esquistossomose em Salvador, tais como a Horta de Saramandaia, Lagoa do IAT, Av. ACM
(proxima a Comercial Ramos), Rua Nossa Senhora de Lourdes, Horta Sdo Bartolomeu e Dique
do Cabrito. Ademais, este é o primeiro estudo que relata a presenca de outros tipos cercarianos
da familia Clinostomidae, Strigeidae e Spirorchiidae em B. glabrata no municipio de Salvador.
Demonstramos que a combinacao entre o Teste de Eliminacdo Classica e métodos moleculares
fornecem informac6es mais fidedignas acerca da positividade por S. mansoni em caramujos
Biomphalaria, podendo estimar a intensidade de infeccdo e determinar os focos de transmissao

para esquistossomose.
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CONCLUSAO

B. glabrata encontra-se amplamente distribuidos na cidade de Salvador

Em Salvador, a Horta de Saramandaia e Lagoa do IAT apresentaram exemplares de B.
glabrata liberando cercérias de S. mansoni;

A maior taxa de positividade para S. mansoni em B. glabrata foi observada no gPCR,
sugerindo que a detecgdo molecular é uma metodologia mais sensivel e especifica para
avaliar infeccéo;

Foram identificadas colecdes hidricas com risco de transmissdo para esquistossomose:
Horta de Saramandaia, Lagoa do IAT, Av. ACM (préxima a Comercial Ramos), Rua
Nossa Senhora de Lourdes, Horta Sdo Bartolomeu e Dique do Cabrito;

A colecdo hidrica do Dique do Cabrito apresentou a maior taxa de positividade no gPCR
(43,4%);

Este foi o primeiro trabalho que identificou B. glabrata positivos para S. masoni na
Horta de S&o Bartolomeu

B. glabrata de Salvador também é susceptivel a infeccdo por outras larvas de
tremat6deos;

Este foi o primeiro trabalho que indetificou B. glabrata eliminando cercarias da familia
Clinostomidae, Strigeidae e Spirorchiidae no municipio de Salvador;

Estimar a prevaléncia de infeccdo por S. mansoni em moluscos apenas pelo Teste de
Eliminacdo Classica pode subestimar o problema.
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