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RESUMO
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A esquistossomose mansoni, parasitose de veiculacdo hidrica causada pelo trematédeo
Schistosoma mansoni e transmitida por moluscos planorbideos do género Biomphalaria, ainda
representa um problema de salde publica no Brasil. A caracterizacdo das trés espécies de
Biomphalaria hospedeiras intermediérias de S. mansoni no Brasil € importante sob o ponto de
vista epidemioldgico, ja que cada uma apresenta caracteristicas biolégicas e fisiologicas
diferentes na manutencéo do ciclo do parasito. Dessa forma, a proposta desse trabalho foi
descrever as caracteristicas espectrofotométricas, ultraestruturais e quimicas de Biomphalaria
glabrata, B. straminea e B. tenagophila, bem como de exemplares de B. glabrata infectadas
por S. mansoni, provenientes de laboratorio e campo, buscando a diferenciagéo entre essas
espécies e a deteccao de infec¢do. Diferentes populacdes das trés espécies de Biomphalaria
utilizadas foram mantidas no Laboratério de Malacologia/lOC/Fiocruz, sendo parte delas
coletadas em campo. Foram obtidos no Espectrofotdmetro de Infravermelho Proximo (NIR),
espectros de 598 moluscos vivos, sendo 100 espécimes infectados para o diagnostico
parasitolégico, e 230 conchas. As analises quimiométricas foram realizadas utilizando-se o
software Unscrambler®. Trinta conchas, de laboratério e de campo, foram descritas quanto a
morfologia ultraestrutural e analisadas em relacdo aos elementos quimicos através do MEV-
EDS. A presenca dos elementos quimicos foi evidenciada nas &reas do umbigo e da ultima
volta das conchas, com e sem periostraco. A caracterizacdo ultraestrutural diferenciou a
camada prismaética e o periéstraco e evidenciou a angulacéo nas conchas de B. straminea e
B. tenagophila, demonstrando a carena dessa Ultima espécie. Os elementos quimicos
primordiais da composicado da concha (C, O, Ca e N) foram observados em todas as trés
espécies, além do ferro e do aluminio também. Elementos como Fe, Si e P foram encontrados
em maior quantidade em conchas de campo, apresentando diferenca significativa em relacéo
as conchas de laboratorio. A andlise interespecifica de animais vivos foi possivel através do
NIR e a intraespecifica demonstrou as altera¢cdes quimicas que podem ocorrer na mesma
espécie de habitats diferentes. Todos 0s moluscos que passaram pelo equipamento,
sobreviveram. A analise das conchas através do NIR apresentou variacao interespecifica em
relacdo as espécies de Biomphalaria. Além disso, foi possivel separar os animais infectados
dos nao infectados com 82,5% de acerto. Concluindo, este trabalho ratificou a técnica NIRS
como uma ferramenta inovadora na area da Malacologia médica, tanto na separagédo de
espécies, quanto na deteccdo de exemplares infectados, o que é relevante principalmente
para estudos da epidemiologia da transmissdo da esquistossomose.

Palavras-chave: Esquistossomose, Biomphalaria, espectrofotdmetro, diferenciacédo
das espécies, diagndstico parasitoldgico.
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ABSTRACT

DISSERTACAQ DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Vanessa Valladares Cardoso Monteiro dos Santos

Schistosomiasis mansoni, a waterborne parasitic disease caused by the trematode Schistosoma
mansoni and transmitted by planorbid mollusks of the genus Biomphalaria, still represents a
public health problem in Brazil. The characterization of the three species of Biomphalaria
intermediate hosts of S. mansoni in Brazil is important from the epidemiological point of view,
since each one presents different biological and physiological characteristics in the maintenance
of the parasite cycle. Thus, the purpose of this study was to describe the spectrophotometric,
ultrastructural and chemical characteristics of Biomphalaria glabrata, B. straminea and B.
tenagophila, as well as of laboratory and field specimens of B. glabrata infected with S. mansoni,
aiming to differentiate among these species and to detect infection. Different populations of the
three Biomphalaria species used were kept at the Laboratory of Malacology/IOC/Fiocruz, and
part of them were collected in the field. Spectra of 598 live mollusks were obtained in the Near
Infrared Spectrophotometer (NIR), 100 of which were infected specimens for parasitological
diagnosis, and 230 shells. Chemometric analyses were performed using Unscrambler®
software. Thirty laboratory and field shells were described for ultrastructural morphology and
analyzed for chemical elements using SEM-EDS. The presence of the chemical elements was
evidenced in the navel and last lap areas of the shells, with and without periostraces.
Ultrastructural characterization differentiated the prismatic layer and the periostrach and
evidenced angulation in the shells of B. straminea and B. tenagophila, demonstrating the carina
of the latter species. The primary chemical elements of shell composition (C, O, Ca, and N) were
observed in all three species, in addition to iron and aluminum as well. Elements such as Fe, Si
and P were found in higher amounts in field shells, showing a significant difference compared to
laboratory shells. The interspecific analysis of live animals was possible through NIR and the
intraspecific showed the chemical changes that can occur in the same species from different
habitats. All the mollusks that passed through the equipment, survived. The analysis of the shells
through NIR showed interspecific variation in relation to Biomphalaria species. Furthermore, it
was possible to separate infected from non-infected animals with 82.5% accuracy. In conclusion,
this work ratified the NIRS technique as an innovative tool in the field of medical Malacology,
both in the separation of species and in the detection of infected specimens, which is relevant
mainly for studies on the epidemiology of schistosomiasis transmission.

Palavras-chave: Schistosomiasis, Biomphalaria, spectrophotometer, species
differentiation, parasitological diagnosis.
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1. INTRODUCAO

O Filo Mollusca é um dos maiores e mais diversos filos do Reino Animal.
Estima-se que existam cerca de 100.000 espécies descritas na fauna atual e
mais 35.000 espécies que ja se extinguiram, o que demonstra a enorme
importancia e diversidade do filo (Simone, 1999). Toda essa diversidade esta
distribuida nos mais variados habitats, em ambiente marinho de variadas
profundidades, agua doce e terrestre (Brusca; Brusca, 2007).

Esse filo tem uma extensa historia geoldgica, tendo sido encontrado um
rico vestigio féssil desde o Periodo Cambriano. Muitas conchas de moluscos
fazem parte de jazigos arqueoldgicos, os sambaquis, e sdo utilizadas em
estudos paleontoldgicos de reconstrucdo de ambientes aquaticos, de analise do
comportamento do homem antigo e de pesquisas de prospecc¢do climatica
(Andrus, 2011). Além disso, os moluscos tém um papel significativo em diversas
areas como: religido, mitologia, artesanato, arquitetura, literatura, ecologia e
economia (Ronecker, 1997; Moraes; Bravim, 1998; Nomura, 2000; Alves et al.,
2002; Lima, 2015).

A importancia de algumas espécies de moluscos também tem sido
estudada em tratamentos zooterapicos e clinico-farmacoldgicos. Baseados em
praticas e crencas meédicas tradicionais que vém passando de geracdo a
geracao ao longo do tempo (Costa Neto, 2006). Pesquisadores tém evidenciado
0 uso de principios ativos de algumas espécies de moluscos no tratamento de
diversas enfermidades, como a capacidade antiviral do muco de Phyllocaulis
boraceiensis Thomé, 1976 frente ao virus do sarampo e da Influenza (Toledo-
Piza et al., 2016; 2018) e da citotoxidade in vitro contra certos tipos de células
cancerigenas de peptideos encontrados no muco de Achatina fulica Bowdich,
1822 (E-kobon et al., 2015).

Por ser um grupo bastante diversificado, apresenta um alto grau de
complexidade e ndo possui uma forma padrédo quanto a sua aparéncia externa.
De um modo geral, os moluscos apresentam simetria bilateral, um corpo mole
ndo segmentado e composto pela cabe¢a, um pé ventral musculoso e as
visceras. Nas visceras contém 6rgaos internos que acomodam a cavidade do
manto de onde, na maior parte desses animais, é secretada uma concha

calcaria (Brusca; Brusca, 2007).
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Tradicionalmente o filo Mollusca é dividido em sete classes, sendo a classe
Gastropoda a de maior importancia médica, veterinaria e econémica. Nesta
classe estdo incluidas espécies que sao consideradas pragas agricolas,
moluscos utilizados na culinaria francesa (escargot) e hospedeiros
intermediarios de trematddeos digenéticos e de alguns nematéides (Simone,
2007; MS, 2008).

1.1 Género Biomphalaria e as espécies transmissoras da

esquistossomose mansoni no Brasil

1.1.1- Diferenciacao morfoldgica

Encontradas em regides tropicais e subtropicais, as espécies do género
Biomphalaria estdo classificadas no filo Mollusca, classe Gastropoda, sub-
classe Pulmonata, ordem Basommatophora e familia Planorbidae.

Como os demais planorbideos, esse género apresenta uma concha
achatada e em forma de disco, com um padrao planispiral que varia de diametro
no individuo adulto de 7 mm, em Biomphalaria schrammi (Crosse, 1864), até 40
mm no caso da B. glabrata. A cor natural da concha é o castanho, mas isso pode
variar, dependendo de substancias dissolvidas na agua do criadouro, do marrom
ao negro (MS, 2008).

N&o possuem branquias e assimilam o oxigénio com o auxilio de uma
pseudobranquia e um saco pulmonar virtual, sendo a circulagdo hemolinfaticae
com a presenca de hemoglobina na hemolinfa (Paraense, 1975). Possuem um
par de tentaculos na parte superior da cabeca com os olhos localizando-se na
base dos mesmos e apresentam o tubo renal em forma de J. Sdo hermafroditas,
e a reproducao pode ocorrer por autofecundacgao ou fecundacgéo cruzada, sendo
o ultimo tipo a mais utilizada, por garantir a manutencdo da variabilidade
genética (Paraense, 1976).

Das espécies ja descritas do género, trés delas tém um papel fundamental
no ciclo de vida de Schistosoma mansoni Sambon, 1907 no Brasil, pois foram
encontradas naturalmente infectadas por este parasito, sendo elas:
Biomphalaria glabrata Say, 1818; Biomphalaria tenagophila (d"Orbigny, 1835) e

Biomphalaria straminea (Dunker, 1848). Essas espécies apresentam
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caracteristicas morfologicas distintas e as conchas podem ser usadas na
diferenciacdo entre elas, porém também sdo necessérias a disseccdo e a
caracterizacao de algumas estruturas do aparelho reprodutor e excretor para o
diagnostico taxonémico.

A concha de um exemplar adulto de B. glabrata é considerada a maior do
género medindo em média 11 mm de altura e diametro entre 20 mm e 30 mm,
podendo chegar até 40 mm, em ambientes mais favoraveis. Apresenta cerca de
6 giros arredondados que crescem lentamente em diametro, sutura bem
marcada em ambos os lados e abertura oval ou arredondada (Paraense, 1961,
2008). Anatomicamente, essa espécie caracteriza-se por apresentar uma crista
renal ao longo da superficie ventral do tubo renal na fase adulta (figura 1A) e
uma linha pigmentada ao longo do tubo renal na fase jovem (figura 1B), carater
que ndo é observado nas demais espécies do género. Possuem bolsa vaginal e
a porcado média da bainha do pénis tem aproximadamente o mesmo diametro que

a porcao mais larga do canal deferente (Paraense, 1972, 1975, 2008) (figura 2).

Figura 1. (A) Manto de um exemplar adulto de Biomphalaria glabrata, onde se vé a crista
renal (seta); (B) manto de um exemplar jovem com a linha renal pigmentada. Coragéo (co),
pericardio (pe), glandula de albimen (ga), veia pulmonar (vp), veia renal (vr), tubo renal (tr),
crista lateral (cl), crista renal (cr), linha renal pigmentada (Ir), colar do manto (cm), ureter (ur),
meato do ureter (mu) e pneumdstoma (pn). Fonte: M.S., 2008.
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Figura 2. Sistema reprodutor de Biomphalaria glabrata. Sistema reprodutor: canal coletor
do ovoteste (cc), encruzilhada genital (eg), ovispermiduto proximal (odp), ovispermiduto distal
(odd), ovoteste (ot) e vesicula seminal (vs); estruturas masculinas: bainha do pénis (bp), canal
deferente (cd), espermiduto (ed), misculos do complexo peniano [retrator (mr) e protrator (mp)],
prepulcio (pp) e préstata (pr); estruturas femininas: bolsa do oviduto (bo), bolsa vaginal (bv),
espermateca (es), glandula nidamental (gn), oviduto (ov), vagina (va) e Utero (ut). Fonte: M.S.,
2008.

Biomphalaria tenagophila, quando adulta, apresenta concha com 11 mm
de altura na abertura, podendo alcancar cerca de 25 mm de didmetro na maioria
das populagdes. Possuem de sete a oito giros com carena dos dois lados da
concha, sendo mais acentuada a esquerda; sutura bem marcada dos dois lados;
abertura deltoide.

A morfologia interna é praticamente idéntica a de B. glabrata (figura 3A),
sendo diferenciadas apenas pela auséncia da crista renal ou da linha
pigmentada (figura 3B) em B. tenagophila.
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Figura 3. (A) Sistema reprodutor de Biomphalaria tenagophila. Sistema reprodutor:canal
coletor do ovoteste (cc), encruzilhada genital (eg), ovispermiduto proximal (odp), ovispermiduto
distal (odd), ovoteste (ot) e vesicula seminal (vs); estruturas masculinas: bainha do pénis (bp),
canal deferente (cd), espermiduto (ed), misculos do complexo peniano [retrator (mr) e protrator
(mp)], prepucio (pp) e prostata (pr); estruturas femininas: bolsa do oviduto (bo), bolsa vaginal
(bv), espermateca (es), glandula nidamental (gn), oviduto (ov), vagina (va) e Utero (ut). Fonte:
PARAENSE, 2008. (B) Manto de um exemplar de B. tenagophila sem a presenca de crista renal.
Coracéo (co), pericéardio (pe), glandula de albumen (ga), veia pulmonar (vp), veia renal (vr), tubo
renal (tr), crista lateral (cl), colar do manto (cm), ureter (ur), meato do ureter (mu) e
pneumdstoma (pn). Fonte: M.S., 2008.

Biomphalaria straminea é a menor espécie dentre as trés hospedeiras
intermediarias de S. mansoni, pois sua concha alcanca cerca de 16 mm de
didmetro e 6 mm de altura na abertura, com 5 giros arredondados ou ovdides,
crescendo mais rapidamente em diametro e sutura bem marcada em ambos 0s
lados, geralmente mais profunda a esquerda (Paraense, 2008). Diferentemente
de B. glabrata, essa espécie ndo possui a crista renal ou linha pigmentada nos
exemplares jovens (figura 4A), mas apresenta um enrugamento na parede
dorsal esquerda da vagina, como caracteristica anatdémica diferencial
(Paraense, 2008) (figura 4B).
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Figura 4. (A) Manto de um exemplar de B. straminea sem a presenca de crista renal. Coragéo
(co), pericardio (pe), glandula de albimen (ga), veia pulmonar (vp), veia renal (vr), tubo renal
(tr), crista lateral (cl), colar do manto (cm), ureter (ur), meato do ureter (mu) e pneumdstoma
(pn). (B) Sistema reprodutor de B. straminea destacando o enrugamento vaginal (seta). Sistema
reprodutor: canal coletor do ovoteste (cc), encruzilhada genital (eg), ovispermiduto proximal
(odp), ovispermiduto distal (odd), ovoteste (ot) e vesicula seminal (vs); estruturas masculinas:
bainha do pénis (bp), canal deferente (cd), espermiduto (ed), misculos do complexo peniano
[retrator (mr) e protrator (mp)], prepucio (pp) e prostata (pr); estruturas femininas: bolsa do
oviduto (bo), enrugamento vaginal (ev), espermateca (es), glandula nidamental (gn), oviduto
(ov), vagina (va) e utero (ut). Fonte: M.S., 2008.

1.1.2- Composicdo guimica das conchas

A concha é considerada a caracteristica marcante de muitos moluscos,
indo além das funcdes de protecdo contra predadores e suporte para 0s 6rgaos
internos (Furuhashi et al., 2009). Essas sdo compostas por carbonato de calcio
(CaCO0s3), em mais de 90% de sua massa, e de matrizes organicas. De forma
geral, elas sado formadas por trés camadas: a mais externa, chamada de
peridstraco, que inclui a matriz organica; a intermediaria é a camada prismatica,
formada por cristais de calcita, aragonita e/ou vaterita e a interna, chamada de
camada nacarada que em algumas situacdes pode apresentar reflexos
coloridos, chamados de madrepérola (Nudelman et al., 2006). As matrizes
organicas sdo compostas de lipidios, proteinas, como a conchiolina que forma o
periostraco, e polissacarideos como a quitina. Segundo estudos anteriores,

essas substancias conferem um papel chave na regulacdo do desenvolvimento,
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crescimento, morfologia e orientacéo dos cristais de aragonita/calcita/vaterita no
processo de calcificagdo (Suzuki; Nagazawa, 2013).

Torna-se cada vez mais importante conhecer a formacdo e composicao
das conchas e, também, as possiveis alteracfes das mesmas em consequéncia
de mudancas ambientais. A partir disso, os estudos envolvidos no processo de
biomineralizagdo da concha tem contribuido para o desenvolvimento de
materiais biomiméticos (Paula; Silveira, 2009; Meldrum, 2003).

Devido a composicdo quimica, estrutural e resisténcia, as conchas dos
moluscos vém sendo comparadas aos o0ssos dos vertebrados, sendo
biomateriais que compartilham importantes propriedades mecanicas. Nos dois
casos apresenta-se uma interagao entre os componentes biologicos e minerais.
Ambos apresentam em sua matriz organica constituida de glicoproteinas,
proteoglicanos, dentre outros que participam com a matriz inorganica do
processo de calcificagcdo (Marxen; Becker, 1997; Hoshi et al., 2001). Além
dessas semelhangas entre 0s 0ssos nos vertebrados e as conchas nos
invertebrados, ambos séo tecidos bioldgicos com um processo de cristalizacao
mediado por uma matriz macromolecular. Westbroek e Marin (1998) observaram
in vivo a formacao de osteoblastos, devido a interacdo entre o nacar retirado de
um molusco bivalve e o0 osso de um paciente. O revestimento nacarado utilizado
foi bioativo, biodegradavel e resistente a propagacgéo das trincas, além de néo
induzir processo inflamatorio.

Estudos sobre o processo de biomineraliza¢cdo séo escassos na literatura,
sendo mais frequentes na classe Bivalvia, devido & importancia econdmica na
industria alimenticia e na formacéo de pérolas. A formacao de calcita/aragonita
como principal estrutura da matriz inorganica das conchas, a partir de carbonato
de célcio amorfo tem sido estudada em diferentes classes de moluscos. No
entanto, o primeiro relato deste mecanismo de formagéao da concha foi descrito
por Hasse et al. (2000) no planorbideo B. glabrata, espécie mais frequentemente
utilizada em estudos bioquimicos.

Na concha de um exemplar adulto de B. glabrata a quantidade de matriz
organica corresponde a aproximadamente 0,9% do peso seco da concha em
comparacdo com a parte inorganica. A aragonita € o principal componente

inorganico encontrado. Este desenvolvimento e composi¢éo € controlado pela
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matriz organica constituida por estruturas poliméricas de proteina e
carboidratos (Marxen; Becker, 1997; Marxen et al., 1998). Apesar da aragonita
ser encontrada em exemplares adultos de B. glabrata, vaterita, precursora da
aragonita, foi observada na regido do umbigo, area central mais antiga da
concha. Supbe-se que a concentracdo de vaterita varia conforme a idade do
animal. A vaterita estd relacionada a formacdo embrionaria da concha e no
processo de reparo a danos mecéanicos da mesma. Esta hip6tese € suportada
pela presenca de vaterita acumulada na camada abaixo do periostraco (Hasse
et al., 2000). A relacéao vaterita/aragonita nas conchas de moluscos é pouco
estudada.

A principal proteina da matriz organica ja descrita em B. glabrata foi
identificada como uma dermatopontina. Uma caracteristica da dermatopontina
presente na concha de B. glabrata foi a ocorréncia de uma Unica sequéncia de
N-glicosilacdo, em que a aspargina foi completamente modificada com um
pentassacarideo (Marxen et al., 2003). Em 2016, Pila et al. descreveram a
ocorréncia de dermatopontina 2 como uma das proteinas expressas em
hemacitos de B. glabrata. Foi a primeira vez que se associou esta proteina com
sistema imune de defesa e compatibilidade ao S. mansoni. E exatamente o
reconhecimento do sistema imune que permite o desenvolvimento do ciclo de

S. mansoni no molusco.

1.1.3- Infeccéo por Schistosoma mansoni em espécies de Biomphalaria

A esquistossomose mansoni € uma doencga parasitaria que vem afetando
populacdes humanas de diferentes regiées no mundo (Rey, 2008) e tem como
agente etiologico a espécie S. mansoni. No Brasil, considerado o maior pais das
Américas em areas de transmissdo (Coura; Amaral, 2004), mais de 105 mil
pessoas foram acometidas por essa doenca nos periodos de 2013 até 2017,
segundo o DataSUS. Devido ao alto nimero de pessoas infectadas ou sob risco
de infeccao por residirem em areas endémicas, essa parasitose € considerada

um problema de saude publica e uma doenca perpetuadora da pobreza, pois
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esta associada a precaria condicdo de saneamento basico e a debilidade fisica
dos doentes, impossibilitando para o trabalho, o que agrava sua situacao
econdmica (Hotez et al., 2008; Katz; Peixoto, 2000).

Nos moluscos do género Biomphalaria desenvolve-se o ciclo assexuado
do parasito, por poliembrionia. Uma Unica forma larval, o miracidio, pode dar
origem a centenas de cercarias, forma infectante para o hospedeiro definitivo
(Thiengo, 2007). O ciclo de vida de S. mansoni pode ser observado nafigura 5.
Quando os ovos embrionados presentes nas fezes de hospedeiros definitivos
infectados entram em contato com a agua, a larva miracidio eclode. Esta larva
€ coberta por placas epidérmicas ciliadas, possui glandulas de adesédo e
penetracdo, terebratorium, reserva de glicogénio para nadar até encontrar o
molusco suscetivel e células germinativas que dardo origem as cercérias. O
molusco libera substancias como a mucina, que estimulam, aceleram e
direcionam os movimentos dos miracidios em sua direcéo, reduzindoas perdas
energeéticas e propiciando o desenvolvimento do ciclo de vida (Despommier et
al., 2005). Os miracidios nadam em direcéo a superficie até encontrar o molusco
compativel e penetrar através do tegumento. Esse processo deve ocorrer nas
primeiras horas de vida, ja que apds 6 horas ele se torna inativo.

No interior do molusco, o miracidio perde sua superficie ciliada, as
estruturas de penetracdo e a musculatura definham. Apds oito dias se
transformam em um tubo enovelado, sem movimento e com muitas células
germinativas, sendo entdo chamado de esporocisto primario (Machado-Silva et
al., 2008). Os esporocistos migram para a glandula digestiva do molusco e
aumentam de tamanho, chegando a 250 um de comprimento. Por conta da
diferenciagdo das células em cercéarias, sdo chamados de esporocistos
secundarios (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008). Na glandula digestiva, os
esporocistos banhados pela hemolinfa, adquirem reserva energética (glicose) e
arginina para a diferenciacao das células (Pinheiro, 2007). Esta transformacéao
ocorre em torno de 28 a 35 dias. Podem ocorrer varias geracdes de esporocistos
secundérios, que mantém a eliminacdo de cercarias pelo hospedeiro
intermediario.

As cercarias séo eliminadas na agua pelo molusco, movimentando-se com
reserva energética de até 12 horas para infectar o hospedeiro definitivo
vertebrado (Souza; Lima, 1990). Medem cerca de 0,5 cm de comprimento e sdo
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divididas em duas partes: corpo e cauda. O corpo possui 0,2 mm de
comprimento por 0,07 mm de diametro e € recoberto por numerosos
microespinhos, possui duas ventosas, uma oral localizada na parte anterior e
outra ventral na regido posterior. A cauda mede cerca de 0,32 mm de
comprimento e possui uma bifurcacdo no extremo distal. As furcas na cercéria
de S. mansoni sdo menores que o corpo da mesma (Carvalho; Coelho; Lenzi,
2008). A transformacao de cercarias para esquistossémulos ocorre logo apos a
penetracao das cercarias no hospedeiro mamifero. Os esquistossdomulos sofrem
intensas modificacdes ultraestruturais e fisioldgicas desde as primeiras horas
apoés a infecgdo, com a perda do glicocalix, conversao do tegumento trilaminar
em heptalaminar e mudanca do metabolismo energético de aerdbico para
anaerobico (Machado-Silva et al., 2008). Emtorno de 60 dias, encontram-se ovos
embrionados nas fezes dos hospedeiros definitivos.

Assim, como possuem morfologia diferenciadora, B. glabrata, B.
tenagophila e B. straminea tém caracteristicas distintas frente & manutencéo do
ciclo do parasito. A espécie B. glabrata possui distribuicdo mais litoranea e
geralmente sua distribuicdo esta associada a ocorréncia de esquistossomose.
Isso pelo fato dela apresentar as linhagens mais suscetiveis a infeccéo por S.
mansoni, mantendo a eliminacédo de cercarias por longos periodos. Esta espécie
apresenta a sua distribuicio sempre associada a ocorréncia de
esquistossomose no Brasil (Souza; Lima, 1990). B. tenagophila tem uma
distribuicdo mais limitada a regides do sudeste e sul do Brasil, tendo se adaptado
a temperaturas mais baixas. S8o responsaveis pela transmissdo em muitas
cidades destes estados (Bezerra, 2004). J& B. straminea € a espécie mais bem-
sucedida e adaptada as variacdes climaticas, sendo encontrada em todas as
regibes do Brasil (MS, 2008). E menos suscetivel a infeccdo que B. glabrata,
sendo responsavel pela manutencdo das taxas de infeccdo nas populagdes do
Nordeste Brasileiro (MS, 2014).
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Figura 5: Esquema representando o ciclo de transmissdo da esquistossomose,
evidenciando os hospedeiros definitivos (mamifero) e intermediario (caramujo
Biomphalaria) e as principais fases de Schistosoma mansoni. Fonte: SCHALL, 2007

A relacdo entre o parasito S. mansoni e seus hospedeiros intermediarios
do género Biomphalaria vai além das caracteristicas béasicas de afinidade e
abrange complexos mecanismos moleculares do sistema interno de defesa do
proprio caramujo. Nas primeiras horas de infeccdo o parasito incorpora no
tegumento proteinas e carboidratos semelhantes aos encontrados nas
membranas das células de defesa, levando o sistema imune dos moluscos a
reconhecer o esporocisto como self. Este mecanismo se assemelha ao
mecanismo de mimetismo antigénico desenvolvido pelo esquistossémulo no
hospedeiro definitivo (Wu et al., 2009; Guillou et al., 2007). Paralelamente, o
desenvolvimento do ciclo do parasito no molusco provoca alteracdes proteicas,
metabdlicas e imunoldgicas como uma reagdo ao parasitismo (Mendes et al.,
2019). Devido a coevolucdo dessas espécies, esse processo de reconhecimento
entre S. mansoni e Biomphalaria sp. tem um carater que abrange diverso fatores,

envolvendo diferentes carboidratos e glicoproteinas do parasito e receptores
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imunolégicos do hospedeiro (Mone et al., 2010), além da interferéncia do
ambiente.

Assim que ocorre 0 reconhecimento do parasito, hemadcitos, principalmente
dos tipos granuldcitos e hialindcitos, passam a atuar incisivamente no sistema
de defesa interno do caramujo associado a fatores solluveis (Coustau et al., 2015;
Gianelli et al., 2016). Mesmo nas primeiras 24h de infeccdo ja € possivel
identificar um aumento significativo no nimero de hemdcitos circulantes na
hemolinfa do molusco (Mendes et al., 2019).

A relacdo parasito-hospedeiro também desencadeia alterac¢des fisioldgicas
importantes no molusco hospedeiro intermediario (Pinheiro, 2007). Faro et al.
(2013) identificaram uma diminuicdo na disposicdo de glicose na hemolinfa e
aumento na mobilizacdo de carboidratos durante a infeccdo, o que mostra a
maior necessidade energética do caramujo quando infectado. O molusco tende
a compensar essa diminuicdo de glicogénio usando as reservas energéticas
presentes na glandula digestiva e na regido cefalopediosa e alterando seu
metabolismo de carboidratos através do aumento da atividade catalitica de
gliconeogénese (Mello-Silva et al., 2010).

Compreender a interagdo Biomphalaria - S. mansoni nos diferentes
ambientes, onde ocorre a transmissdo do parasito € uma acdo necessaria ao
desenvolvimento de estratégias de controle alternativas, impedindo a
transmisséo pelo hospedeiro intermediario. Cabe ressaltar que estas estratégias
de controle ndo devem promover contaminagdes ambientais e sim serem
ecoldgicas e eficientes.

Identificar no campo se 0s moluscos estao infectados, sem precisar levar
ao laboratério, na maioria das vezes, longe do local de coleta, ainda ndo é
possivel, mas é um problema a ser estudado e resolvido. Esta possibilidade
pode mudar e agilizar a aplicacdo de medidas de controle da transmissao mais
efetivas. A espectroscopia vibracional de infravermelho préximo tem sido
utiizada para o diagnéstico de parasitos de outros invertebrados como

mosquitos, mas ainda nao tinha sido testada para moluscos.
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1.2 Espectrofotémetro de Infravermelho Proximo como

instrumento de analise do fendtipo quimico

A espectroscopia de infravermelho préximo € considerada uma técnica
simples para aquisicdo de espectros em que obtém dados qualitativos e
guantitativos dos constituintes quimicos da biomassa dos diferentes seres vivos
por meio da interacdo da radiacdo eletromagnética com a amostra. Com
potencial de aquisicdo de 50 espectros por minuto, essa técnica nao necessita
de tratamento prévio da amostra, ndo € invasiva e nem destrutiva, além de néo
gerar residuos, o0 que a coloca em uma posicao privilegiada, por ser uma técnica
de diagnéstico inovadora e ecologicamente correta. No entanto, para uma
analise destes espectros, € necessaria a aplicacdo de métodos quimiométricos,
que incluem: pré-tratamento espectral, classificacdo dos espectros, calibracdo
para producao de modelos e validagdo dos mesmos.

A analise qualitativa classifica as amostras de acordo com 0s espectros
apresentados na NIRS (Near Infrared Spectroscopy) e essas identificacdes sao
baseadas em meétodos de reconhecimento de padrbes, o que favorece a
aplicagdo dessa metodologia em areas como a quimica, biologia e ciéncias de
alimentos. O desenvolvimento do modelo quantitativo pode ser considerado
necessario, a partir do momento em que, apos a classificacdo das amostras,
seja util saber mais precisamente em que extensao as amostras sao diferentes
(Roggo et al., 2007).

Cada ligacdo covalente que absorve a faixa do infravermelho ha uma
frequéncia natural de vibracdo. Estas vibracdes sdo diferentes quando as
ligagbes covalentes estdo em diferentes compostos e estes em ambientes
diversos. Em consequéncia, o espectro infravermelho de duas moléculas de
estruturas diferentes ndo sera idéntico. Este espectro é utilizado como uma
impressao digital quimica da molécula, analoga a impresséao digital dos seres
humanos. Desta forma, segundo Pavia et al. (2010) e Pasquini (2018), uma
pequena faixa de absorcdo pode ser definida para cada tipo de ligacao,
possibilitando a andlise das vibra¢des fundamentais, quantificadas na faixa do
infravermelho médio. Na faixa do infravermelho préximo é possivel analisar
apenas os sobretons e as bandas de combinacdo das vibrac6es das moléculas
em ligacdo. Sobretons sdo bandas de absorcdo com valores de frequéncia

aproximadamente correspondentes
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a multiplos inteiros daqueles das vibragfes normais ou fundamentais. S&o sinais
vibracionais observados de 10 a 100 vezes menores do que os observados nas
vibracGes fundamentais. As bandas de combinacdo sdo combinac¢des lineares
das frequéncias normais ou multiplos inteiros dessas (Luz, 2003), ocorrendo
quando duas frequéncias vibracionais se juntam em uma molécula e dao origem
a uma nova vibracdo com frequéncia diferente das liga¢gbes sozinhas. Logo, a
frequéncia da radiacdo eletromagnética associada a absor¢cdo de uma
combinacédo é igual a soma das frequéncias das duas vibracdes que interagem
entre si (Pavia et al., 2010). Devido a este fato, os espectros observados por
meio espectrofotdmetro de infravermelho proximo correspondem a um perfil
quimico da amostra, resultante da combinacao de todas as ligagdes covalentes
existentes na mesma, chamada atualmente de fendtipo quimico.

NIRS é uma ferramenta de analise exploratoria que ja € amplamente
utiizada em diferentes areas como: astronomia, inddstria petrolifera e
alimenticia, meio ambiente (ar, 4gua e solo), controle de qualidade ambiental,
na producdo de farmacos, ecologia, taxonomia bioldgica, medicina, dentre
outros (Santos et al., 2010; Brown; Doole; Malfait, 2011; Li et al., 2011; Ji-Youg
et al., 2012). As utilidades e aplicagbes do NIR vém sendo ampliadas,
principalmente, nas industrias de producao com o controle de qualidade da adgua
e do petréleo, na identificacdo de polimeros, na analise e diferenciacdo de
materiais téxteis, entre outros. Na agricultura e na industria alimenticia, tem sido
uma ferramenta importante durante décadas, em que se analisa desde a
umidade, proteina, gordura, amido, acucares e fibras de grdos e alimentos
processados até o quanto algumas carnes estdo frescas e saudaveis para
consumo. Na industria farmacéutica é utilizada no controle de qualidade de
produtos farmacéuticos quanto a sua composicdo, pureza e originalidade
(Ciurczak, 2006). Além disso, mais recentemente comecou a ser uma
ferramenta utilizada na area biolégica, com pesquisas que envolvem diversas
areas de estudo da biodiversidade: ecologia, taxonomia, bioquimica e
parasitologia (Sikulu et al., 2014; Sikulu-Lord et al., 2016; 2018; Fernandes et
al., 2018). Aplicacdes praticas no auxilio do diagnostico das espécies se constitui
como mais uma fonte que pode contribuir para a classificacdo das espécies, a
taxonomia quimica (Depickere; Ravelo-Garcia; Lardeux, 2020), relacionando-se
aos dados quimicos obtidos da biomassa dos seres vivos, se associando a

taxonomia classica e a taxonomia molecular.
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Ao estudarem o carbonato de célcio nas conchas de moluscos aquaticos,
observando os espectros de calcita e aragonita presentes, Louisfert e Pobbequin
(1952) (apud Compere Jr; Bates, 1972) foram o0s primeiros autores a aplicarem
a espectroscopia de infravermelho (Infrared Spectroscopy — IRS) em moluscos.
Apesar dessa mesma técnica ter sido usada posteriormente por Compere Jr e
Bates (1972), e esses autores relatarem que esta metodologia poderia ser
utiizada como rotina para identificagdo da composicdo das conchas dos
moluscos, somente no final do século XX que os trabalhos aplicando o IRS no

estudo desse grupo de animais se intensificaram.

A IRS aplicada em moluscos vem sendo usada principalmente na faixa do
infravermelho médio, buscando entender o processo de formacgédo das conchas
dos moluscos (biomineralizagcdo) e seus marcadores (Dauphin; Denis, 2000;
Dauphin et al., 2008; Petrone et al. , 2008; Furuhashi et al. , 2009; Paula; Silveira,
2009; Brown, 2011; Gaume et al. , 2011; Madigan et al., 2012), identificacao da
matriz organica das conchas (Marxen et al., 1998) e identificagdo de quitina em
conchas de sitios arqueoldgicos (Wysokowski et al. , 2014)

Na distincdo das espécies de moluscos, atécnica de infravermelho tem sido
aplicada usando o muco produzido pelos moluscos no processo de locomocao.
Este muco apresenta na sua composicdo lectinas, glicoproteinas,
mucopolissacarideos, dentre outros compostos que se apresentam de formas
diferentes nas espécies. Skingsley et al. (2000) relataram a diferenciacéo,
através do muco, de espécies de lesmas e de caracdéis usando esta técnica,
sendo eles, Arion ater var. rufus (L.), Arion subfuscus (Draparnaud, 1805), Arion
hortensis (Férussac, 1819), Deroceras reticulatum (Muller, 1774), Limax
maculatus (Kaleniczenko, 1851 (atualmente Limacus maculatus), Helix aspersa
L. (atualmente Cornu aspersum) e Cepaea nemoralis (L.). Em 2008, Lim e Tan,
através da mesma técnica, identificaram mais oito espécies de moluscos
terrestres, para isso, foi necessaria a presenca bem conservada do molusco.

Trabalhos envolvendo a técnica NIRS e gastrépodes limnicos de
importancia médica e veterinaria ndo tinham sido realizados até 2015 (Mello-
Silva et al. 2015), sendo 0 nosso o primeiro grupo a padronizar e iniciar 0 uso
dessa técnica, mais especificamente, em espécies de Biomphalariahospedeiras

intermediarias de S. mansoni no Brasil.
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2 JUSTIFICATIVA

A distincédo das espécies de Biomphalaria hospedeiras intermediarias de
S. mansoni com exatiddo geralmente é feita por um taxonomista especialista
através de caracteres morfolégicos, porém, em alguns casos, nao é possivel
identificar com precisdo, sendo necessario recorrer ao estudo genético, atraves
de técnicas especificas que geralmente sdo destrutivas. Taxonomistas tém se
tornado cada vez mais escassos atualmente o que acaba dificultando a
diferenciacéo e, no caso dos fosseis, ou de exemplares depositados ha muito
tempo em colecOes cientificas, acaba sendo ainda mais complicado, onde,
geralmente, ndo se tem as estruturas internas do animal preservadas. Por isso,
técnicas mais modernas como microscopia eletrénica e espectroscopia que
facilitem a identificacdo das espécies sem danificar o espécime séo estimuladas
(Nudelmann, 2015).

Estudos aprofundados sobre as conchas das trés espécies de
Biomphalaria, transmissores da esquistossomose no Brasil e sua composi¢cao
sdo escassos. Considerando que as conchas sdo um reflexo das projecfes
metabolicas do animal, as trés espécies apresentam caracteristicas biolégicas e
fisioldégicas distintas entre si, possivelmente o arranjo quimico e proteico nas
matrizes das conchas desses animais apresenta-se de forma diferente. Além
disso, ndo se tem na literatura uma caracterizacao ultraestrutural das conchas
dessas espécies através do microscopio eletrdnico de varredura.

Ressalta-se que a diferenciacdo das espécies de Biomphalaria
hospedeiras de S. mansoni no Brasil € imprescindivel para a aplicacdo de
medidas preventivas e ao controle da esquistossomose, pois cada espécie
apresenta carater epidemioldgico diferente na transmissdo da mesma. Neste
contexto, é notdria a importancia de se conhecer a composi¢cdo quimica e
estrutural das conchas dessas espécies, para que com 0 uso de técnicas mais
modernas seja possivel diferencia-las de uma forma mais rapida e menos
destrutiva.

Mello-Silva et al. (2015) estudaram a possibilidade de identificacdo das trés
espécies de Biomphalaria transmissoras da esquistossomose no Brasil, através
da espectroscopia vibracional no infravermelho préximo (NIR), utilizando apenas

as conchas destas espécies mantidas em ambiente controlado. E um método
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simples para aquisicdo de espectros, ndo necessita de tratamento prévio da
amostra, ndo € invasivo e nem destrutivo, além de néo gerar residuos, o que o
coloca em uma posicado privilegiada, pois € uma técnica de diagndstico
inovadora e ecologicamente correta. No entanto, ha necessidade de validar este

estudo com outras populacdes mantidas em laboratério e de campo.
3 OBJETIVOS

3.20bjetivo geral

Diferenciar as trés espécies hospedeiras intermediarias de Schistosoma
mansoni no Brasil, provenientes de populacdes de laboratorio e de campo, bem
como detectar a infec¢cdo deste parasito em Biomphalaria glabrata, com base

em dados espectrofotométricos, quimicos e/ou ultraestruturais.

3.30bjetivos especificos

Caracterizar ultraestruturalmente as conchas de Biomphalaria glabrata,

B. tenagophila e B. straminea;

e Analisar as diferencas de elementos quimicos interespecificos e

intraespecificos em conchas de populacdes de laboratério e de campo;

e Construir e validar um modelo quimiométrico de classificacao
interespecifica e intraespecifica, baseada em dados espectrofotométricos

de infravermelho préoximo;

e Diferenciar o fen6tipo quimico de B. glabrata infectada por Schistosoma mansoni

daquele de exemplares ndo-infectados.

4 METODOLOGIA

4.1 Moluscos e populacdes de estudo

Para o presente estudo foram analisados um total de 598 espécimes das
trés espécies de moluscos hospedeiros naturais de S. mansoni no Brasil, sendo
150 deles coletados em campo e os demais provenientes do moluscario do
Laboratério de Referéncia Nacional para Esquistossomose — Malacologia
(LRNEM). Cada
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espécie estudada apresenta espécimes de 3 populacdes criadas em laboratério
e 1 populacao coletada recentemente do campo. As populacdes das espécies
utilizadas neste estudo, criadas em laboratério e coletadas em campo, estéo

demonstradas na tabela 1:

Tabela 1: Nimero de espécimes de Biomphalaria glabrata, B. tengophila e de B.
straminea analisados por espécie e populacao.

Espécie Populagao Numero de amostras
Vivos Conchas
Belo Horizonte/ MG ({0 D —
Sumidouro/ RJ [0
B.glabrata g | nidouro/ RJ (CAMPO) 50 50
Jacobina/ BA 44 26
Taim/ RS bl ——
. Jacarepagua (bairro do S —
B. tenagophila municipio do RJ)/ RJ
Jacarepagua (bairro do 50 43
municipio do RJ) / RJ (CAMPO)
Itamaraju/ BA 43 20
B. straminea Tangard/ RN b e —
Paracambi/ RJ 29
Paracambi/ RJ (CAMPO) 50 50
Jaboticatubas/ MG 50 41

As populacdes de espécies criadas em laboratério foram escolhidas
baseadas nos modelos estudados anteriormente por Mello-Silva (2015) e
linhagens provenientes de areas de transmissao de S. mansoni mantidas no
LRNEM. A escolha das populacbes coletadas em campo esta pautada nos
estudos de distribuicdo de moluscos limnicos no estado do Rio de Janeiro
realizado por Thiengo et al. (2001, 2002). As coletas de moluscos e das aguas
dos criadouros foram realizadas nas datas e localizacbes uma Unica vez,

conforme descrito na tabela 2:
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Tabela 2: Datas e pontos de coleta de Biomphalaria glabrata, B. tengophila e de B.
straminea, com coordenadas geograficas.

Data Local Coordenadas geograficas (GPS)
30/05/2019 Sumidouro/R) ¢ 2222’ 14.60” S 42239’ 42.11” 0
* 22915211 S42938 37.91” 0
* 2291’ 55.62"” S 42239’ 14.85” O
24/06/2019 Jacarepagud/RJ 229254’ 56" S 43225’ 56" O
08/07/2019 Paracambi/RJ 2293556 S43242°56” O

Todos os moluscos usados neste trabalho foram mantidos em aquarios,
devidamente separados por espécie e populacdo, sob as mesmas condicdes
de temperatura, sendo alimentados com alface previamente lavados e em livre
demanda. Além disso, as andlises foram realizadas com espécimes apds a
maturidade sexual (laboratério e campo) de 8 a 12 mm de didametro, variando
conforme a espécie.

Os animais coletados em campo foram mantidos no laboratoério, na mesma
agua em que foram encontrados, até o fim das andlises. O Laboratorio de
Malacologia, na pessoa da Dra Silvana Thiengo, possui licenca permanente
para coleta de material zooldgico (moluscos), licenga SISBIO 14551-1 com data
de emissdo 09/12/2008. Todos os moluscos coletados foram expostos a luz
semanalmente durante 30 dias para verificagcdo de possivel infeccdo natural
conforme descrito em MS (2008). Nenhum molusco recém coletado no campo foi
considerado positivo (infectado) para trematédeos pois ndo apresentaram

eliminacdo de nenhum tipo de cercéria no teste de exposicao a luz (MS, 2008)

4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) com

espectrofotémetro dispersivo de raio X (EDS)

A caracterizacao ultraestrutural e quimica das conchas das trés espécies
de Biomphalaria foi realizada no microscopio eletrénico de varredura com EDS
(energy dispersive X- Ray spectroscopy), de marca e modelo Jeol JSM 6390,
através da Plataforma FIOCRUZ de Microscopia Eletrénica Rudolf Barth.

Para esse estudo foram utilizadas 10 conchas de cada uma das trés

espécies hospedeiras intermediarias de S. mansoni no Brasil, totalizando 30
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conchas, sendo metade delas (15 conchas, 5 de cada espécie) de popula¢cbes
coletadas recentemente no campo e as demais de populagbes criadas em
laboratorio. As populacdes utilizadas nessas analises, sendo o primeiro local de
laboratorio e o segundo de campo, foram: B. glabrata — Jacobina (BA) e
Sumidouro (RJ), B. tenagophila — Itamaraju (BA) e Jacarepagua (RJ) e B.
straminea — Jaboticatubas (MG) e Paracambi (RJ).

As amostras foram fixadas com fita de carbono dupla-face em suportes de
aluminio medindo 9 mm de didmetro e 11 mm de altura, denominados “stubs”,
com o lado esquerdo da concha voltado para cima. Apds esse procedimento as
conchas foram cobertas por carbono para que pudessem ser posteriormente
analisadas pelo equipamento.

Para a caracterizacdo ultraestrutural das conchas de B. glabrata, B.
tenagophila e B. straminea provenientes do laboratério e do campo foram
realizadas imagens de varredura do total da concha, da regido central (umbigo)
e da ultima volta.

Para a caracterizagcdo e comparacdo dos elementos quimicos presentes
nas conchas das trés espécies de Biomphalaria das populac6es de laboratério
e de campo foi necessario o uso de um espectrofotbmetro dispersivo de raio-X
(EDS), da marca Thermo Scientific, acoplado ao MEV. Esse acessorio permite
realizar analises semi-quantitativas dos elementos quimicos presentes em uma
regido selecionada da amostra.

Foram selecionados 3 pontos na camada superficial da concha, o
periostraco, e 3 pontos em areas que demonstravam um desgaste na concha,
possivelmente a camada abaixo do periostraco, a prismatica, onde estao
localizados os cristais de célcio. Logo, foram escolhidos 6 pontos no umbigo e 6
pontos na ultima volta da concha.

Os resultados foram expressos em percentagem de peso para cada
elemento quimico identificado (wt%). Os resultados oriundos do MEV/EDS
foram plotados em um banco de dados Microsoft ACCESS (versao 365 Pro
Plus) e analisados no software R versédo 4.0.2 (R Core Team, 2020). Para a
avaliar as diferencas entre as espécies estudadas (B. glabrata, B. straminea e
B. tenagophila), o local de origem das espécies (campo e laboratdrio) e a matriz

(organica e inorgéanica) em relacdo a concentracdo dos elementos quimicos
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encontrados, foi realizado o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon, com nivel de

significancia a=5%.

4.3 Espectrofotémetro de infravermelho proximo (NIR)

As analises espectrais dos espécimes vivos e das conchas das trés
espécies de Biomphalaria foram realizadas através do equipamento de
espectrofotdmetro de infravermelho proximo com Transformada de Fourier (FT-
NIR) da marca e modelo ABB Boomem MB 3600 (figura 6), que se encontra no
Laboratério de Avaliacdo e Promoc¢éo da Saude Ambiental/IOC/Fiocruz.

Como rotina de uso é realizado, semanalmente, uma validacdo do
equipamento, a fim de avaliar as suas condicbes de funcionamento. Essa
validacao é feita utilizando como branco para o equipamento, um frasco de vidro
contendo espectralon em p6, como recomendado pelo fabricante. O padrao de
referéncia espectroscopico para todas as analises € o mesmo vidro com
espectralon. Ressalta-se que a referéncia é obtida antes de cada grupo de

amostras, que sdo analisadas randomicamente.

Figura 6: Espectrofotometro de Infravermelho Préximo com
transformada de Fourier (FT-NIR) da marca e modelo ABB
Boomem MB 3600 e o computador de uso exclusivo do
equipamento.

Para todas as andlises realizadas no FT-NIR foram obtidos 50 espectros
de cada amostra de concha ou animal vivo com resolugéo de 16 cm™ e o ganho
foi ajustado conforme a amostra.
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Apds a obtencao dos espectros, sdo necessarios métodos quimiométricos
gue foram realizados através do software Unscrambler®, onde 0s espectros
brutos foram pré-processados, utilizando técnicas de alisamento Savitzky-
Golay (janela de 31 pontos e polindbmio de 22 ordem) e a 12 derivada Savitzky-
Golay (janela de 15 pontos e polinbmio de 22 ordem), para que pudessem
reduzir possiveis variacdes referentes a ruidos e provenientes de fontes néo
informativas, que poderiam influenciar nos resultados finais. Além disso, foi
necessaria a criacdo de um modelo espectral para cada conjunto de amostras
analisadas para que, posteriormente, fosse realizada a validacdo do mesmo.

Para observar a existéncia de grupos entre as amostras das diferentes
espécies foi realizada uma analise exploratéria de dados utilizando a Analise de
Componentes Principais (PCA). Apds o agrupamento, aplicou-se a Analise
Discriminante Linear (LDA) como método de classificacao. Atraves da tabela de
classificagéo originada do LDA, foi realizada a taxa de classificagado de acertos
(%) que é definida pelo namero total de acertos vezes 100 e dividida pela

guantidade de amostras utilizadas na validacao.

4.3.1 Diferenciacdo das espécies

Através do NIR foram obtidos espectros de 598 moluscos vivos, nao
infectados, e de 230 conchas de populacfes variadas das trés espécies de
Biomphalaria estudas. Os animais foram retirados dos aquarios e colocados em
placas de Petri devidamente identificadas até a hora da analise no FT-NIR.

Para a analise dos moluscos vivos, a concha de cada espécime foi seca
superficialmente com papel absorvente para a retirada da dgua em excesso,
posicionada dentro do frasco de vidro com o lado esquerdo da concha voltado
para baixo e, assim, disposto diretamente na janela do equipamento (figura 7).
Apé6s a obtencdo dos espectros, os animais foram colocados em novos

aquarios, separados por populacao e espécie.
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Figura 7: (A) FT-NIR com Powder Sampler. (B) Frasco de vidro com um
espécime vivo de Biomphalaria glabrata (seta) pronto para ser medido no
FT-NIR através da janela do equipamento.

Para a andlise exclusivamente das conchas de Biomphalaria spp. de
diferentes populacfes foi necessario, primeiramente, separar a massa visceral
da concha do animal. Para isso, os espécimes foram anestesiados com hypnol,
onde ficaram submersos por cerca de 6h, até estarem com a musculatura
relaxada. ApOs esse processo, 0s moluscos foram imersos em agua a 70° C
durante 30 a 45 segundos, de acordo com o tamanho do exemplar. Logo em
seguida, foram colocados em agua fria. Com o auxilio de uma pinga e segurando
a concha submersa em um frasco de agua com uma das maos, o pé do molusco
foi puxado suavemente, retirando a parte mole (MS, 2008).

As conchas recém-separadas foram mantidas em agua para retirar
qualquer residuo de tecido que possa ficar retido na concha e, entdo, foram
colocadas sobre papel absorvente e deixadas secando durante 15 dias em
temperatura ambiente de 26° C + 1° C. A parte mole do animal foi fixada em
solucdo modificada de Railliet-Henry para animais de &agua doce e
posteriormente dissecada com o objetivo de confirmar a identificacdo das
espécies analisadas (MS, 2008) (figura 8).
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Figura 8: Procedimento para a separacdo da concha da parte mole dos moluscos.

Posteriormente ao processo de secagem da concha, cada amostra foi
posicionada individualmente na janela do equipamento para a obtencdo do

espectro (figura 9).

[ ———

Figura 9: Detalhe da janela do NIR e no detalhe com seta, a posicdo
da concha na janela de emissdo do NIR com o lado sinistro voltado
para baixo.

Tanto os espécimes vivos quanto as amostras de conchas foram
selecionadas para a analise de forma randbmica, o que favorece a
homogeneidade e confiabilidade da coleta de dados. Além disso, ressalta-se que

a referéncia é obtida a cada grupo de amostras.
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4.3.2 Diagnéstico parasitoléqgico

A analise parasitologica de B. glabrata infectada por S. mansoni foi
realizada utilizando 150 espécimes vivos da populacéo de Belo Horizonte/MG,
onde 100 animais foram infectados e os demais 50 ndo foram infectados e,
assim, considerados grupo controle.

O processo de infeccdo de B. glabrata por S. mansoni linhagem Belo
Horizonte/MG, simpatrica a espécie de moluscos, foi realizada de duas formas
diferentes, seguindo os procedimentos operacionais padrédo do Laboratério de
Avaliacdo e Promocdo da Saude Ambiental — LAPSA (CEUA L016/2015):
infeccdo individual de 50 moluscos em placa de 24 po¢os com 8 a 10 miracidios
e infeccdo em massa de 50 moluscos em placa de Petri com uma média de 7
2 por molusco. Logo, as fezes do roedor infectado foram recolhidas e passaram
pelo processo de sedimentacdo para a obtencdo dos ovos do parasito. O
sedimento resultante, contendo os ovos, foi exposto a luz para a eclosdo dos
miracidios, forma infectante para espécies de Biomphalaria. Todos os moluscos
foram mantidos individualmente em recipientes de vidro, devidamente
identificados e numerados.

Apos o periodo de 30 dias de infecgdo, os animais foram separados em
dois grupos para a posterior identificacdo de cercéarias: grupo 1- pré-triagem,
composto pelos moluscos expostos a infeccdo em massa e que foram
analisados no FT-NIR antes da eliminagcéo de cercarias e grupo 2 - pés-triagem,
composto pelos moluscos expostos a infec¢éo individual e que foram analisados
no equipamento apos a eliminagdo de cercéarias e comprovacéo da eficicia da
infeccdo. O processo denominado triagem ocorreu através da exposicdo de
cada caramujo, individualmente, em frascos de vidro de 5 mL, a luz artificial
durante 1 hora (Figura 10). Através desse procedimento, que se repetiu até a 82
semana de infecgdo, foi possivel identificar a eliminacdo de cercarias pelo
caramujo na agua. Foram obtidos 77 espécimes considerados positivos, 27 no
grupo pré-triagem e 50 no grupo poés-triagem. As cercérias destes animais
positivos foram contadas com o auxilio de um microscépio estereoscépio, onde
foi coletado 0,1 mL da agua com cercaria que estava no frasco de vidro e
posicionado em uma lamina com Lugol, esse procedimento repetiu-se 3 vezes
para que fosse feita uma meédia. Posteriormente foram analisados

estatisticamente a relacdo entre a quantidade de cercarias eliminadas pelos
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moluscos e a taxa de classificacdo de acertos obtidas através dos dados do FT-
NIR (tabela 3).

Figura 10: Exposicdo dos caramujos
infectados a luz artificial para verificar a
eliminacédo de cercarias.

Os moluscos foram numerados e submetidos ao FT-NIR de forma
randémica seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente para
animais vivos. Foram utilizados dois frascos de vidro, um para 0s animais nao
expostos ao parasito (controle) e outro para 0os animais expostos, sendo eles
positivos ou ndo. Os animais do grupo pré-triagem foram analisados no
equipamento sempre 4 horas antes do procedimento de triagem, ja o grupo pés-
triagem, sempre 4 horas depois da triagem. ApOs as andlises no FT-NIR, os
animais permaneceram em recipientes de vidro individualizados para uma
possivel relacdo entre a quantidade de cercarias e os espectros obtidos.

A metodologia de diagnéstico parasitologico foi adaptada de Fluckiger et
al. (2011) para moluscos vivos e dos experimentos com mosquitos infectados
com a bactéria Wolbachia sp. (Sikulu-Lord et al., 2016).
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Tabela 3: Quantidade de cercérias eliminadas por cada um dos espécimes de
Biomphalaria glabrata positivos para Schistosoma mansoni.

Ne do Qnt. de N2 do Qnt. de N2 do Qnt. de
molusco  cercdrias molusco cercarias molusco cercarias

1 200 27 450 53 1666
2 130 28 16 54 50
3 180 29 116 55 1766
4 630 30 133 56 150
5 650 31 566 57 116
6 15 32 1380 58 166
7 315 33 1545 59 83
8 50 34 2430 60 916
9 1915 35 675 61 2950
10 715 36 480 62 66
11 200 37 1350 63 50
12 165 38 2745 64 866
13 150 39 1695 65 283
14 530 40 2709 66 66
15 80 41 754 67 166
16 150 42 135 68 200
17 150 43 50 69 1350
18 530 44 130 70 300
19 133 45 2230 71 616
20 266 46 3650 72 933
21 16 47 4165 73 700
22 300 48 1115 74 250
23 50 49 3680 75 483
24 183 50 1450 76 516
25 83 51 83 77 33
26 50 52 550

5 RESULTADOS

5.1 Analise ultraestrutural das conchas das trés espécies de

Biomphalaria

5.1.1 Biomphalaria glabrata Say, 1818

As conchas dos exemplares de B. glabrata foram as maiores dentre as trés

espécies analisadas, com uma meédia de, aproximadamente, 11 mm de diametro
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e 5 giros completos. Através da imagem obtida pelo aparelho de microscopia
eletrdnica de varredura é possivel notar um carater mais plano na concha dessa
espécie e uma angulacao entre as suturas, com um crescimento progressivo no
decorrer dos giros. Esse crescimento progressivo, também observado nas
conchas da populacdo de campo, apresenta um carater mais irregular, quando
comparado a concha de laboratério (figura 11A), evidenciado a partir do 3° giro
da concha conforme pode ser observado na figura 11D.

Os depdésitos de calcio (pontos esbranquicados) mais concentrados nas
dltimas voltas, principalmente, da concha de laboratério (figura 11C) também
podem ser observados, assim como, um maior depésito de matéria organica nas
conchas de campo (figura 11F). Quanto as marcas, que demonstram danos
causados ao periostraco expondo a camada prismatica, (figura 14A e 14B),
foram mais observadas no umbigo das conchas de B. glabrata de laboratério
(figura 11B), porém os espécimes de campo apresentaram danos por toda a a
concha, como buracos, ma formagdo da concha e riscos profundos e bem
marcados no decorrer das linhas de crescimento.

E possivel observar suturas menos profundas e linhas de crescimento
suaves. No destaque da regido mais desgastada do umbigo da populacdo de
laboratério, além da exposicdo da camada prismatica da concha, é possivel

observar os cristais de calcio dispostos verticalmente (Figura 14A).

5.1.2 Biomphalaria tenagophila (d’Orbigny, 1835)

As conchas de B. tenagophila apresentaram um tamanho médio de 9 mm
e todas elas com 4,5 giros. Através da imagem obtida no MEV pode-se observar
um significativo aumento na angulacao de todas as conchas de B. tenagophila
(figuras 12A e 12D), entre as suturas, a partir da terceira/quarta volta, deixando
aparente a carena (angulacdo longitudinal na lateral da concha) bem
caracteristica da espécie (figuras 12C e 12F). E possivel notar as marcas de
desgaste com exposi¢cao da outra camada da concha no sentido das linhas de
crescimento da populacéo de laboratério. Também se observa um desgaste na
regido do umbigo das duas populacdes (figuras 12B e 12E). No destaque da
regido da ultima volta, pode-se observar linhas de crescimento mais marcantes
do que outras e a angulacdo bem marcada da carena (figuras 12C e 12F). Em

relacdo a regido desgastada do umbigo, nota-se a exposi¢cdo da camada
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prismatica da concha, sendo que a disposicédo dos cristais € diferente de B.
glabrata. Em B. tenagophila os cristais de célcio parecem estar dispostos de
forma longitudinal (figura 12B).

As conchas de campo, assim como aquelas de B. glabrata, apresentam
maior deposito de matéria organica, porém, no caso de B. tenagophila esse
material aparenta estar em maior quantidade e mais concentrado proximo as

suturas (figura 12E).

5.1.3 Biomphalaria straminea (Dunker, 1848)

As conchas de B. straminea foram as menores dentre as trés espécies
hospedeiras utilizadas, com um diametro médio de 5,5 mm e, aproximadamente,
3 voltas e meia. Pelas imagens obtidas no MEV é possivel notar a profundidade
existente em direcdo ao umbigo. Tanto na populacdo de laboratério quanto na
de campo a concha apresenta um rapido aumento de didmetro entre a 22 e 32
volta com uma angulacdo a esquerda. Apresenta uma linha de crescimento bem
demarcada, ressaltando esta diferenca de diametro entre as voltas da concha
(figuras 13A e 13D) sendo melhor observada na concha da populacéo de campo.
A Ultima volta é a maior em diametro em relacdo as demais, possuem linhas de
crescimento mais acentuadas préximas a regido da sutura (figuras 13C e 13F).
Apresentam também pontos esbranquicados relacionados ao depoésito de
carbonato de calcio, principalmente na populacéo de laboratério, mas também
podendo ser observada na populacdo de campo. Marcas de desgaste podem
ser vistas nas regides do umbigo e, raramente ou nenhuma, na ultima volta. A
figura 13B e 13E mostram a regido desgastada da concha de B. straminea e
pode-se observar que os cristais de calcio na camada prismatica estéo dispostos
da mesma forma que em B. tenagophila. Com o evidente desgaste mais
acentuado no umbigo, a figura 14C evidencia as trés camadas de uma concha
de B. straminea da populacdo de campo, onde é possivel observar a camada
mais externa, periéstraco, a intermediaria, prismatica e a mais interna, a

nacarada, que apresenta um aspecto mais perolado.
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Figura 11: Microscopia eletrénica de varredura de conchas de Biomphalaria glabrata. (A)
Imagem total da populacéo de laboratério (1 mm. x17); (B) area desgastada do umbigo da
populacdo de laboratério (200 ym. x65); (C) imagem das Ultimas voltas da populacdo de
laboratorio (500 um. x37); (D) Imagem total da populagcao de campo (1 mm. x17); (E) area
desgastada do umbigo da populacéo de campo (200 um. x65); (F) imagem das Ultimas voltas
da populagéo de campo (500 pum. x37).
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Figura 12: Microscopia eletrbnica de varredura de conchas de Biomphalaria tenagophila. (A)
Imagem total da populac@o de laboratorio (1 mm. x20); (B) &rea desgastada do umbigo da
populacdo de laboratério (200 um. x65); (C) imagem das Ultimas voltas da populacdo de
laboratério evidenciando a carena (estrela) (500 um. x43); (D) Imagem total da populacao de
campo (1 mm. x20); (E) area desgastada do umbigo da populacdo de campo (200 pym. x65);
(F) imagem das Ultimas voltas da populagédo de campo evidenciando a carena (estrela) (500
pm. x43).
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Figura 13: Microscopia eletrdnica de varredura de conchas de Biomphalaria straminea. (A)
Imagem total da populacéo de laboratério (500 um. x33); (B) area desgastada do umbigo da
populacdo de laboratério (100 um. x120); (C) imagem das Ultimas voltas da populacdo de
laboratorio (500 pm. x43); (D) Imagem total da populacdo de campo (500 pym. x33); (E) area
desgastada do umbigo da populacdo de campo (100 uym. x120); (F) imagem das Ultimas voltas da
populacédo de campo (500 pym. x43).
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Figura 14: Microscopia eletrénica de varredura de conchas de Biomphalaria spp. para
evidenciar as camadas da concha (100 ym. x220). (A) Imagem dos cristais de calcio
expostos (seta) de Biomphalaria glabrata populacéo de laboratério; (B) area desgastada
da concha de Biomphalaria glabrata populacdo de campo com a exposi¢do da camada
prismatica; (C) area desgastada do umbigo de Biomphalaria straminea populacdo de
campo evidenciando a camada nacarada.
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5.2 Elementos quimicos presentes em diferentes sitios nas

conchas de Biomphalaria spp.

Foram encontrados, através do MEV-EDS, nas conchas das trés espécies
hospedeiras intermediarias de S. mansoni no Brasil (laboratorio e campo) um
total de 15 elementos quimicos, sendo eles: C (carbono), O (oxigénio), Ca
(célcio), N (nitrogénio), Fe (ferro), Al (aluminio), F (fldor), S (enxofre), CI (cloro),
Na (s6dio), Mg (magnésio), Si (silicio), P (fésforo), Mn (manganés) e Mo
(molibdénio). Sendo, os 6 primeiros elementos citados (C, O, Ca, N, Fe e Al)
encontrados em todos os 30 exemplares analisados.

Nas tabelas 4, 5 e 6 estdo apresentados os dados semi-quantitativos (%)
de todos os elementos quimicos encontrados nas conchas de B. glabrata, B.
tenagophila e B. straminea, respectivamente. E possivel observar a média dos
elementos das regides com e sem periéstraco (matrizes organica e inorganica,
respectivamente) do umbigo e da ultima volta das conchas do grupo coletado
em campo e criado em laboratorio. As conchas de B. straminea, tanto a
populacdo de campo quanto a de laboratorio, ndo apresentaram pontos de
matriz inorgénica na ultima volta da mesma.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel comparar, de forma geral, os
elementos quimicos encontrados nas conchas de laboratério e de campo.
Comparando os 6 elementos que foram encontrados em todas as conchas
desses dois grupos, o ferro foi o0 metal pesado encontrado em maior quantidade
nas conchas de campo do que em laboratério. Além disso, através da figura 15
€ possivel notar a disponibilidade desses elementos nas conchas, sendo o

carbono, calcio e oxigénio os primordiais para sua formacao.
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Tabela 4: Distribuicao dos elementos quimicos nas conchas de Biomphalaria glabrata, de acordo com a origem das
conchas (campo ou laboratdrio), a matriz da concha (organica ou inorganica) e a regido da concha em que foi
observada (umbigo ou ultima volta).

Espécie / Origem /

Elementos quimicos (média %)

Matriz / Regiao n C N o] F Na Mg Al Si P S cl Ca Mn Fe Mo
Biomphalaria glabrata 10 19,86 11,00 44,78 2,20 0,27 0,15 1,42 064 059 045 0,22 20,30 1,551 358 0,551
Campo 13,79 6,88 4145 242 0,24 0,13 110 087 069 057 0,21 29,28 151 7,93 0,56
Orgéanica 14,15 6,40 41,76 -- 023 008 100 101 0,78 0,35 0,15 2440 1,67 10,77 0,54
Umbigo 12,66 6,75 41,01 -- 019 0,06 0,87 0,40 0,47 0,30 -- 3383 155 5,01 0,63
Ultima Volta 5 15,63 6,05 42,52 - 030 0213 113 162 09 040 0,15 1497 1,76 16,53 0,37
Inorganica 13,09 8,46 40,84 242 0,26 0,20 129 060 0,47 129 0,25 38,75 0,67 2,25 0,58
Umbigo 13,98 8,19 40,53 -- 024 020 190 o065 051 1,81 0,19 36,95 -- 251 0,40
Ultima Volta 11,76 9,01 41,30 2,42 0,28 - 03 052 0,38 0,27 0,38 4145 0,67 186 0,67
Laboratorio 24,41 13,83 4728 2,17 0,32 0,16 167 044 047 033 0,22 13,63 - 0,32 047
Orgéanica 30,74 15,04 4748 2,70 0,53 0,19 206 025 042 0,30 0,11 3,24 -- 0,24 0,36
Umbigo 26,81 13,16 50,82 534 064 0,22 103 0,22 055 0,32 0,11 6,25 -- 0,35 0,55
Ultima Volta 5 34,67 16,92 44,15 095 031 0,17 310 0,28 0,17 0,25 0,12 0,24 -- 0,13 0,23
Inorgéanica 18,09 12,48 47,09 083 0,21 0,15 1,27 060 057 0,36 0,30 24,02 -- 0,40 1,02
Umbigo 14,53 13,35 49,83 126 0,24 0,21 1,18 0,26 083 0,26 0,22 26,89 -- 0,20 1,02
Ultima Volta 21,64 11,39 4434 040 018 0,12 1,36 088 045 049 0,33 21,14 -- 0,60
Tabela 5: Distribui¢cdo dos elementos quimicos nas conchas de B. tenagophila, de acordo com a origem das conchas
(campo ou laboratério), a matriz da concha (orgénica ou inorganica) e a regido da concha em que foi observada
(umbigo ou ultima volta).
Espécie / Origem / Matriz / Elementos quimicos (média %)
Regiao n C N o) F Na Mg Al Si P S cl Ca Mn Fe Mo
Biomphalaria tenagophila 10 21,77 13,51 43,72 101 0,23 0,15 161 099 046 037 0,23 2032 89 129 0,88
Campo 16,21 10,14 39,97 3,32 022 0,15 081 0,34 09 0737 0,27 3312 11,60 2,69 1,19
Orgénica 20,07 10,36 38,75 332 0,24 0,17 052 0,24 054 036 0,27 26,46 14,71 2,75 0,92
Umbigo 11,11 7,89 43,86 - 023 014 0,30 031 059 0,20 -- 31,73 045 463 0,32
Ultima Volta 5 27,24 12,33 3465 3,32 025 028 069 0,17 047 045 0,27 22,25 2896 1,24 153
Inorgénica 10,42 8,20 41,81 - 018 0,09 126 1,18 269 0,41 - 43,12 538 251 2,26
Umbigo 11,63 8,20 39,64 - 018 0,09 1,73 1,18 269 0,47 -- 4195 538 3,75 2,26
Ultima Volta 7,99 - 46,14 -- 0,16 - 0,31 - 0,35 --- 45,48 -- 0,03
Laboratério 26,68 15,61 47,03 0,24 025 0,15 231 138 0,20 037 0,22 9,03 1,02 0,30 0,37
Organica 32,41 17,32 46,14 024 025 015 1,83 038 0,14 032 010 1,31 - 0,15 0,46
Umbigo 30,17 14,06 50,33 0,27 031 0,17 1,77 057 017 043 0,06 214 -- 0,15 0,46
Ultima Volta 5 34,64 2057 41,95 0,20 0,13 0,10 1,89 0,13 0,07 0,18 0,13 0,47 -- 0,15
Inorganica 18,51 12,76 48,30 - 025 0,15 3,01 29 033 048 0,34 2005 1,02 053 0,32
Umbigo 15,53 12,70 50,60 - 0,29 - 1,73 081 029 030 0,12 2421 1,02 044 0,32
Ultima Volta 25,94 13,08 42,56 - 022 015 6,20 7,06 042 0,66 045 9,66 -- 0,74
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Tabela 6: Distribuicdo dos elementos quimicos nas conchas de B. straminea, de acordo com a origem das
conchas (campo ou laboratério), a matriz da concha (organica ou inorganica) e a regiao da concha em que foi
observada (umbigo ou Ultima volta).

Espécie / Origem / Matriz Elementos quimicos (média %)

/ Regigo n C N o) F Na Mg Al Si P S Cl Ca Mn Fe Mo
o,
Biomphalaria straminea  1020,74 11,51 38,77 065 024 0,12 1,34 022 065 051 0,116 26,73 ? 1,64 0,78
b,
Campo 17,40 10,48 3646 1,15 0,22 0,18 0,38 0,22 082 0,71 0,15 3277 ? 3,11 0,94
b,

Organica 1841 10,15 3563 115 022 015 046 024 065 052 015 3003~ O 375 116
Umbigo 1381 8,69 3810 148 021 0718 047 026 079 046  -- 3412 - 3,63 0,79
Ultima Volta 5 2300 11,62 3315 051 023 009 045 023 054 058 0152594 >0 g 38 171

Inorganica 14,87 1160 3854 -- 021 029 019 016 159 168  -- 39,63 -- 151 0,40
Umbigo 14,87 11,60 3854 -- 021 029 019 016 159 168  -- 39,63 -- 151 0,40
Ultima Volta --- --- - --- - --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---

Laboratério 23,86 12,47 40,92 034 026 008 223 022 016 023 0,16 21,10 -- 0,27 0,50

Organica 27,10 12,83 3800 041 022 009 224 015 012 024 016 1913 -- 0,17 044
Umbigo 22,62 10,92 40,66 030 022 011 188 0711 020 0,13 013 2322 -- 0,17 054
Ultima Volta 5 31,58 14,75 3534 063 022 008 260 025 003 035 019 1503 -- 0,17 0,24

Inorganica 17,38 11,56 46,77 0,25 0,34 007 222 035 020 023 017 2504 -- 049 0,70
Umbigo 17,38 11,56 46,77 0,25 0,34 007 222 035 020 023 017 2504 -- 049 0,70

Ultima Volta
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Conchas Biomphalaria glabrata

i Conchas Biomphalaria glabrata
(Laboratoério)

(Campo)

0,27 %
o 6,47 %

mC
mN
m0
mAl
mCa

mFe

Conchas Biomphalaria tenagophila = Conchas Biomphalaria tenagophila
(Laboratorio) (Campo)

0,29 %
mC

mN
m0
m Al
mCa

mFe

Conchas Biomphalaria straminea
(Laboratoério)

0,16 %

Conchas Biomphalaria straminea

(Campo)

211%
mC

mM
ud
m Al

R
o\ ‘

Figura 15: Graficos dos resultados semi-quantitativos (%) dos elementos quimicos presentes
nas conchas de Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea.
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Oxigénio, nitrogénio, fosforo, silicio e fluor apresentaram diferengas

interespecificas significativas, quando analisadas as conchas de campo e

laboratoério. Nitrogénio e fldor, nesse caso, obtiveram destaque no fato de B.

tenagophila e B.

glabrata,

respectivamente,

demonstrando diferenca

significativa frente as outras duas espécies. J& os elementos carbono, calcio,

ferro e sédio ndo apresentaram diferenca significativa ao compararmos as trés

espécies, sem distingdo de campo e laboratorio (figura 16). Nao foi encontrado

elemento quimico exclusivo para nenhuma das trés espécies analisadas.
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Figura 16: Boxplot da concentracéo dos elementos quimicos identificados no MEV/EDS entre
as espécies Biomphalaria glabrata (Bg), Biomphalaria straminea (Bs) e Biomphalaria tenagophila
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(Bt). (A) carbono, (B) oxigénio, (C) célcio, (D) nitrogénio, (E) ferro, (F) fésforo, (G) sédio, (H)
silicio e (I) flior. Teste de Mann-Whitney-Wilcoxon: * p < 0.05, ** p <= 0.01 , *** p <= 0.001.

5.2.1 Oxigénio (O)

O elemento oxigénio apresentou-se em maior quantidade nas populacdes
de laboratorio, com diferenca significativa nas espécies B. glabrata e B.
tenagophila quando comparadas as populacbes de campo das mesmas
espécies. Além disso, dentre as populagfes criadas em laboratério, as conchas
de B. straminea possuiam menor quantidade desse elemento, apresentando
diferenca significativa quando comparada a demais espécies (figura 17).

70-

60 -

0 (%)
—

—
—

1 1

B. glébrata B. gla'brata B. straminea B. straminea B. tena‘gophila B. tenalqophila
Campo Lab Campo Lab Campo Lab

Figura 17: Comparacdo da concentracao do elemento oxigénio entre as espécies Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, oriundas do campo e laboratério.
Teste de Mann-Whitney-Wilcoxon: * p < 0.05, ** p <= 0.01 , ** p <= 0.001.

5.2.2 Caélcio (Ca)

As conchas de todas as espécies de campo expressaram maior quantidade
de célcio em relacéo as de laboratorio, apresentando diferenca significativa em
B. glabrata e B. tenagophila. Em uma analise interespecifica nos dois grupos
(laboratério e campo) ndo foi encontrada diferenga que apresentasse
significancia (figura 18).
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Figura 18: Comparacédo da concentracdo do elemento célcio entre as espécies Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, oriundas do campo e laboratério.
Teste de Mann-Whitney-Wilcoxon: * p < 0.05, ** p <= 0.01 , *** p <= 0.001.

Comparando a regido do periostraco (matriz organica) e regido da camada
prismética (matriz inorgénica), a segunda camada apresentou a maior
quantidade de calcio tanto nas populacdes de laboratorio como nas de campo.
Comparando as concentracfes de calcio nos espécimes de B. straminea
coletadas em campo e mantidas em laboratério ndo houve diferenca
significativa, porém € possivel notar que tanto em B. glabrata quanto em B.
tenagophila as populacdes de campo apresentaram essa diferenca frente as
populagdes de laboratorio (figura 19).
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Figura 19: Comparacgéo da concentracdo do elemento calcio entre as espécies Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, com relagdo a origem (campo ou
laboratério) e a integridade da Matriz (Inorganica ou Organica). Teste de Mann-Whitney-

Wilcoxon: * p < 0.05, * p <= 0.01 , ** p <= 0.001.
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5.2.3 Nitrogénio (N)

Dentre as conchas de campo, foi identificada menor quantidade
significativa de nitrogénio em B. glabrata em comparacdo as outras duas
espécies do mesmo grupo. Porém, ao compararmos a criacdo (campo e
laboratorio) notamos diferenca significativa entre a populacao de laboratorio, B.
glabrata e B. tenagophila, e de campo dessas mesmas especies (figura 20).

20-

N (%)

Ll

B. inbrata B. glalbrata B. straminea B. straminea B. tenaéophila B. tena'guphila
Campo Lab Campo Lab Campo Lab

Figura 20: Comparagdo da concentracdo do elemento nitrogénio entre as espécies
Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, oriundas do campo
e laboratério. Teste de Mann-Whitney-Wilcoxon: * p < 0.05, ** p <= 0.01 , *** p <= 0.001.

5.2.4 Ferro (Fe)

O ferro foi identificado em maior parte nas conchas das populagbes de
campo, apresentando diferenca significativa entre B. glabrata, B. tenagophila e
B. straminea dessa populacdo e de laboratério. Além disso, B. glabrata foi a
espécie com maior quantidade desse elemento e apresentando, também,
diferenca consideravel em comparacdo as demais da populacdo de campo
(figura 21).
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Figura 21: Comparacdo da concentracdo do elemento ferro entre as espécies Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, oriundas do campo e laboratério.
Teste de Mann-Whitney-Wilcoxon: * p < 0.05, ** p <= 0.01 , *** p <= 0.001.

Tanto a matriz organica quanto a inorganica das conchas de campo
obtiveram maior quantidade de ferro do que as matrizes das conchas de
laboratério. Porém, a matriz inorganica das conchas de laboratorio de B.
straminea e B. tenagophila apresentaram diferenca significativa frente a matriz
organica das conchas do mesmo grupo (figura 22).
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Figura 22: Comparacgéo da concentracdo do elemento ferro entre as espécies Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, com relagéo a origem (campo ou
laboratério) e a integridade da Matriz (Inorganica ou Orgéanica). Teste de Mann-Whitney-
Wilcoxon: * p < 0.05, ** p <= 0.01, *** p <= 0.001.

5.2.5 Fésforo (P)

O elemento fésforo foi identificado em maior quantidade nas conchas de
campo, apresentando diferenca significativa em B. straminea e B. tenagophila
(figura 23).
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Figura 23: Comparacgdo da concentragdo do elemento fésforo entre as espécies Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, oriundas do campo e laboratério.
Teste de Mann-Whitney-Wilcoxon: * p < 0.05, ** p <= 0.01, *** p <= 0.001.

5.2.6 Silicio (Si)

As conchas de B. glabrata da populacdo de campo apresentaram maior
quantidade de silicio com diferenca significativa intraespecifica e em relacdo as
demais espécies (figura 24).
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Figura 24: Comparacéo da concentracdo do elemento silicio entre as espécies Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, oriundas do campo e laboratorio.
Teste de Mann-Whitney-Wilcoxon: * p < 0.05, ** p <= 0.01 , *** p <= 0.001

5.2.7 Fluor (F)

O elemento fltor foi identificado em maior quantidade em B. tenagophila
da populacado de campo, porém nao houve diferenca significativa. Ja em relacao
ao grupo de laboratério, B. glabrata expressou esse elemento em maior
guantidade com diferenca significativa entre B. tenagophila e B. straminea. Nao
foi possivel detectar com este método a presenca de flior nas conchas de B.
glabrata coletada em campo (figura 25).

F (%)

I

R —
1L
0-
B. gla'brata B. gla'brata B. straminea B. straminea B. lena:qophila B. lena:qophila
Campo Lab Campo Lab Campo Lab

Figura 25: Comparacé@o da concentracdo do elemento flGor entre as espécies Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, oriundas do campo e laboratorio.
Teste de Mann-Whitney-Wilcoxon: * p < 0.05, ** p <= 0.01 , *** p <= 0.001.

5.3Protocolo de andlise espectral de infravermelho préximo de
caramujos do género Biomphalaria, hospedeiros

intermediarios de Schistosoma mansoni no Brasil

Por ndo existirem trabalhos que apliquem o NIR em moluscos do género
Biomphalaria, foi preciso testar metodologias para padronizar a forma de analise

das espécies desse género no equipamento. Logo, alguns desses testes foram
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realizados acerca do tamanho da concha, do posicionamento da mesma, da
umidade presente, da quantidade de amostras utilizadas e a possibilidade de
uso do animal vivo e/ ou infectado.

Acerca do tamanho da concha, considerando as variacdoes de diametro
entre as espécies, estipulamos medidas entre 8 a 10 mm, utilizando moluscos
logo ap0s o inicio da maturidade sexual. Além disso, exemplares de tamanhos
muito distintos podem acabar influenciando na diferenciagcdo das espécies,
através do NIR. Logo, o ideal € que as amostras tenham a média de tamanho
semelhante umas as outras.

Em relacdo a preferéncia, do posicionamento da concha do animal, em
obter o espectro do lado esquerdo (sinistro), além de ser desse mesmo lado em
gue se encontram as estruturas reprodutoras do animal, ao comparar a PCA dos
espectros obtidos dos dois lados de um mesmo grupo de conchas, nota-se que
h& uma melhor separacéo das espécies obtendo os espectros do lado sinistro.
Na PCA com o lado direito da concha, a componente principal 1 (PC-1) foi menor
gue 50% (48%), enquanto que no lado esquerdo, a PC-1 foi de 96%. Devido a
este fato, em todos os demais experimentos, tanto 0os espectros das conchas,

quanto dos animais vivos, foram coletados do lado esquerdo (figura 26).
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Figura 26: Analise de componentes principais do mesmo grupo de conchas em
posicionamentos diferentes da concha sobre a janela do equipamento: (A) lado direito
ou destro e (B) lado esquerdo ou sinistro. Sendo, (Bg): Biomphalaria glabrata; (Bt):
Biomphalaria tenagophila; (Bs): Biomphalaria straminea.

Os espectros das conchas relacionadas a padronizagcdo da umidade
demonstraram diferencas entre os periodos de secagem das amostras.
Observando a PCA do conjunto de dados das populacbes de B. glabrata
Jacobina/ BA, B. tenagophila Itamaraju/ BA e B. straminea Jaboticatubas/ MG,
observou-se que os scores das amostras com 1 e 3 dias de secagem encontram-
se mais dispersos do que os demais. Por outro lado, a partir do 5° dia de
secagem 0s scores tendem a se agrupar, demonstrando maior semelhanca e

estabilidade entre eles (figura 27).
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Figura 27: Andlise de componentes principais dos resultados obtidos de
conchas de Biomphalaria spp. em diferentes periodos de secagem.

Com a aplicacdo do método de classificacdo LDA, observou-se melhores
resultados em numero de acertos nos dados obtidos a partir do 15° dia de

secagem das amostras.

5.4 Modelo espectrofotométrico de classificacdo de Biomphalaria

Spp.

5.4.1 Espécimes vivos

Foram construidos trés modelos de classificacdo de relacéo
interespecifica, a partir de espécimes vivos de populacdes de laboratorio e
campo, separadamente, e de todas as amostras juntas das trés espécies
hospedeiras intermediarias de S. mansoni no Brasil. Além disso, foram criados
trés modelos de classificacdo de relacdo intraespecifica com os espécimes de
laborat6rio e campo da mesma populacédo de B. glabrata, B. tenagophila e B.

straminea.
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A validacdo externa do modelo de classificacdo, construido a partir de
espécimes vivos de populacdes diferentes, incluindo de campo e de laboratério,
das trés espécies de Biomphalaria, apresentou a PCA com a PC-2 com 14% de

variacdo entre elas (figura 28) e com taxas de classificacdo de acertos

diferenciadas como apresentadas na tabela 7.
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@ B straminea
A B tenagophila

Figura 28: Andlise de componentes principais de espécimes vivos de Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea de diferentes populagdes de
laboratério e campo.

Tabela 7: Diferentes taxas de classificacdo de acertos de cada espécie de Biomphalaria
analisada a partir do modelo de classificacéo total, obtida a partir da Andlise Discriminante Linear
(LDA).

Modelo Validacao Acertos
Espécies () (n) (%)
B. glabrata 116 78 46,15
B. tenagophila 93 62 77,41
B. straminea 89 60 76,66

O modelo de classificacdo construido a partir de espécimes vivos de
populacdes de laboratorio das trés espécies de Biomphalaria, apresentou a PCA
com a PC-2 com 14% de variacao entre elas (figura 29) e sua validacao externa
obteve taxas de classificacdo de acertos diferenciadas como apresentadas na

tabela 8.
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Figura 29: Andlise de componentes principais de espécimes vivos de Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea de popula¢@es de laboratério.

Tabela 8: Diferentes taxas de classificacdo de acertos de cada espécie de Biomphalaria
analisada a partir do modelo de classificagdo de laboratério, obtida a partir da Analise

Discriminante Linear (LDA).

Modelo Validagao Acertos
Espécies (n) (n) (%)
B. glabrata 86 58 60
B. tenagophila 63 42 95
B. straminea 59 40 72,5

O ultimo modelo de classificacdo construido a partir da relagédo
interespecifica dos espécimes vivos de populacdes de campo, apresentou a
PCA com a PC-2 com 15% de variacao entre elas (figura 30) e sua validacéo

externa obteve 75% de taxa de classificacdo de acertos.
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Figura 30: Analise de componentes principais de espécimes vivos de Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea de popula¢gbes de campo.

A validacdo externa dos modelos de classificacdo intraespecificos dos
animais vivos coletados em campo e mantidos em laboratério da mesma
populacdo de B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea obteve taxas de
classificacéo de acertos para cada espécie conforme apresentado na tabela 9.

A PCA das amostras de cada grupo foi realizada e os scores foram dispostos

conforme as figuras a seguir.

Scores
0,02 4 h
v v v v
vy vTv
001 MR TR v
— - vy W' v
# * ¥
D ™y .
2 s v
; * "“3 ‘ ’¢ v
¢s <0,01 4 ., ..t .t v e v v
o * p4 b .* . *
- * E 3 *
0,02 4 *
*
20,03 4 . v
0,04 - - - - - - - - - 9
005 -004 -003 -002 001 0 00 002 003 004 005 006
PC-1(85%)

# Sumidouwro (CAMPO)  w»  Sumidouro (LAB)

Figura 31: Andlise de componentes principais de espécimes vivos de Biomphalaria
glabrata de mesma populacao de laboratorio e de campo.
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Figura 32: Andlise de componentes principais de espécimes vivos de Biomphalaria
tenagophila de mesma populagéo de laboratério e de campo.
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Figura 33: Analise de componentes principais de espécimes vivos de Biomphalaria
straminea de mesma populacao de laboratério e de campo.
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Tabela 9: Taxas de classificacdo de acertos de cada espécie de Biomphalaria analisada
a partir de amostras da mesma populacdo coletadas em campo e mantidas em laboratério, obtida

a partir da Analise Discriminante Linear (LDA).

Andlise intraespecifica
Biomphalaria  Biomphalaria  Biomphalaria

Laboratério X Campo glabrata tenagophila straminea
Modelo (n) 60 52 a7
Validagéo (n) 40 40 32
Acertos (%) 85 72,5 77,5

5.4.2 Conchas

A andlise de componentes principais das amostras de conchas das trés
espécies de Biomphalaria, hospedeiras de S. mansoni (B. glabrata, B.
tenagophila e B. straminea) mantidas em laboratério e coletadas recentemente
no campo demonstrou ser capaz de diferenciar as trés espécies, utilizando
somente as conchas, com uma PC-2 de 17% (figura 34) e a validagdo externa

obteve taxas de classificacdo de acertos diferenciadas como apresentadas na

tabela 11.
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Figura 34: Analise de componentes principais de conchas de Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea de diferentes populac¢des de laboratério

e de campo.
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Tabela 10: Diferentes taxas de classificacdo de acertos de cada espécie de Biomphalaria
analisada utilizando somente conchas de laboratério e campo, obtida a partir da Analise
Discriminante Linear (LDA).

Modelo Validacgéo Acertos
Espécies (n) (n) (%)
B. glabrata 46 30 63,33
B. tenagophila 39 24 66,66
B. straminea 55 36 66,66

O modelo de classificacdo construido a partir de conchas de populacfes
de laboratério das trés espécies de Biomphalaria, apresentou a PCA com a PC-
1 com 64% de variacao entre elas (figura 35) e sua validacdo externa obteve

taxa de classificacéo de acertos de 64,70%.
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Figura 35: Andlise de componentes principais de conchas de Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea de populacdes de laboratorio.

A validacdo externa do modelo de classificacdo construido somente com
conchas de B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea, coletadas em campo,
obteve taxa de classificacédo de acertos conforme a tabela 11 e PCA-1 com 61%

de variacao.
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Figura 36: Andlise de componentes principais de conchas de Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea de popula¢des de campo.

Tabela 11: Diferentes taxas de classificacao de acertos de cada espécie de Biomphalaria
analisada, utilizando somente conchas de campo, obtida a partir da Analise Discriminante Linear
(LDA).

Modelo Validagao Acertos
Espécies (n) (n) (%)
B. glabrata 35 15 46,66
B. tenagophila 28 15 93,33
B. straminea 35 15 100

5.5Modelo espectrofotométrico de classificacdo deBiomphalaria

glabrata infectada por Schistosoma mansoni

A utilizagcéo do FT-NIR como ferramenta de diagnéstico parasitolégico em
espécimes vivos de B. glabrata infectados por S. mansoni, possibilitou classificar
e diferenciar os moluscos positivos dos moluscos ndo expostos a infeccao
(grupo controle).

No modelo de classificacado construido com o grupo pés-triagem e o0 grupo
controle nota-se que na PCA a concentracdo dos moluscos infectados e
positivos (grupo poés-triagem) esta acima e dos moluscos ndo expostos a
infeccdo por S. mansoni (grupo controle) abaixo, com a PC-1 apresentando 82%

de variacdo, o que caracteriza uma separacao desses dois grupos (figura 37).
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Figura 37: Andlise de componentes principais das amostras de espécimes vivos
infectados (grupo pos-triagem) e ndo expostos a infeccdo (grupo controle) de Biomphalaria
glabrata. Sendo, (BglS): Biomphalaria glabrata infectada; (BgNIS): Biomphalaria glabrata ndo
exposta a infeccgao.

Com a realizagéo do LDA como método de classificagéo, a taxa de acerto
da validacao externa foi de 82,5%, sendo 30 animais de cada grupo (controle e
infectado pos-triagem) selecionados aleatoriamente para compor o0 modelo e 0s
demais para a validacdo. Foram observados 7 erros, 4 deles em relacdo ao
animal infectado (numeros 32; 34; 36 e 38), ndo estando relacionado a
quantidade de cercérias. Logo, a quantidade de cercérias eliminadas néo
apresentou relacdo com os resultados dos espectros obtidos no FT-NIR.

Apds a construcdo do modelo de classificacdo do grupo pré-triagem
observou-se que na PCA, tanto os animais positivos quanto 0s expostos
negativos tém seus scores misturados, dificultando a separagao desses dois
grupos (figura 38). Com a realizacdo do LDA, a validac&o obteve acerto de 40%,
sendo selecionado randomicamente um total de 30 animais para compor o

modelo e 20 para a validacao.
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Figura 38: Analise de componentes principais das amostras de espécimes vivos de
Biomphalaria glabrata expostos a infecgdo antes da triagem. Apds foram separados em grupos
positivos e expostos negativos.

6 DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho a descrever a ultraestrutura e a composicéo
quimica das conchas das trés espécies de Biomphalaria, hospedeiras
intermediérias de S. mansoni no Brasil. Quanto a caracterizagdo ultraestrutural,
pdde-se observar a angulacdo entre as suturas das conchas das trés espécies,
nos exemplares analisados. A angulacéo foi discreta em B. glabrata e marcante
em B. tenagophila, principalmente nas duas ultimas voltas, demonstrando
claramente a carena. Esta caracteristica na concha de B. tenagophila esta
presente em diversas literaturas especificas como Paraense (1975, 2008),
Barbosa (1995) e MS (2008) e permite o depdsito de matéria organica proxima
as suturas, podendo servir de microambiente para outros organismos.

A angulagdo presente nas ultimas voltas em B. straminea foi citada por
Souza; Lima (1990) como leve, mas em nosso estudo, observou-se que a
angulacao foi marcante, com um aumento significativo no diametro da ultima
volta da concha.

Outro aspecto importante observado na analise ultraestrutural foram as
linhas de crescimento, marcas do ritmo de crescimento do animal no ambiente.
Essas marcas foram discretas em B. glabrata e bem marcantes em B.
tenagophila e B. straminea. Nesta Ultima espécie, verificou-se que uma linha de

crescimento marcante foi observada antes do ultimo giro da concha. Este fato



70

pode ser observado também na figura da concha apresentada por Souza e Lima
(1990), apesar das autoras nao terem descrito esta caracteristica. Acreditamos
tratar de um indicador de inicio da maturidade sexual. Segundo MS (2008), ritmo
de crescimento de moluscos do género Biomphalaria sao parecidos. No entanto,
as marcas nas conchas demonstram estratégias diferentes de ritmos de
crescimento, e a possibilidade de que essas estratégias estejam associadas as
relagbes com o ambiente e a uma “memodria evolutiva®, o que carece de maiores
estudos. O desgaste observado nas conchas das trés espécies em nosso estudo
pode estar relacionado ao movimento de arrastar descrito por Jurberg et al.
(1987), onde a massa cefalopediosa move-se para frente, deixando o colo
exposto e posteriormente a concha é puxada para frente, cobrindo o colo. Neste
movimento, a concha arrasta no substrato, provocando danos, principalmente
no periéstraco, a camada mais externa e fina das conchas destas espécies.
Estes ultimos autores descreveram que a presenca de bactérias, fungos e outros
microorganismos podem provocar também o desgaste do periostraco. Eles
salientaram que este desgaste pode ser observado nas partes mais antigas da
concha, pelo fato de a camada ser fina e velha. O desgaste no umbigo foi
observado em nosso estudo em todas as conchas, corroborando com estes
autores. Este fato foi potencializado nos moluscos coletados no campo. O
desgaste das conchas desses animais esta também associado a predacao e as
outras possiveis relacdes simbiodticas realizadas por estes animais em campo,
servindo de fonte de calcio para outras espécies. A disponibilidade de calcio no
ambiente interfere no desgaste da concha (Silva et al., 2017), pois torna a
mesma mais fina, sendo mais facilmente desgastada.

O carbonato de calcio é formado pelos elementos Ca, C e O, que formam
a base estrutural das conchas dos moluscos (Marxen; Becker, 1997; Marxen et
al., 1998) e estdo presentes de forma abundante, com maior percentagem em
todas as conchas. O Ca é amplamente encontrado na natureza tendo como
principal fonte as rochas sedimentares calcéarias, logo, assim como foi
encontrado em nosso estudo, 0os moluscos coletados em campo apresentam
uma maior concentracdo de célcio nas conchas devido a maior disponibilidade
desse elemento no ambiente. A diferenca na concentragéo de célcio encontrada
nas conchas de campo e de laboratério deve-se a capacidade de algumas
espécies de mobilizar o célcio da hemolinfa para a concha e vice-versa, conforme

a quantidade desse
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elemento no ambiente (Magalh&es; Pinheiro; Mello-Silva, 2011). Além disso,
como visto por Silva et al. (2017), a quantidade de calcio disponivel no ambiente
interfere no metabolismo desses moluscos. Nossos resultados destacam a
diferenca significativa de calcio entre a camada inorganica e organica das
conchas de animais ndo infectados dos grupos de laboratério e de campo, o que
evidencia a presenga dos cristais de calcio na camada logo abaixo do
peridstraco, a camada prismatica.

O elemento nitrogénio (N) nas conchas das trés espécies como um dos
elementos mais abundante esta relacionado com a presenca de proteinas na
matriz organica, ou seja, no periostraco descrita para B. glabrata por diferentes
autores (Hasse et al., 2000; Marxen et al., 1998, 2003). As médias das
concentracdes de nitrogénio no periostraco das populacdes de campo foram
menores que as populacdes de laboratério, demonstrando diferenca significativa
principalmente entre os exemplares de B. glabrata e B. tenagophila nesses dois
ambientes. Acredita-se que a concha ndo seja apenas uma estrutura, mas sim
um Orgao importante para a manutencao da homeostase dos moluscos, visto
gue participa da mobilizacdo de calcio, além de apresentar proteinas analogas
as proteinas de ossos humanos como a dermatopontina. Este 6rgao precisa de
mais estudos, uma vez que como 0S moluscos no campo estdo mais expostos
a disruptores fisiolégicos e maior concentracdo de matéria organica, pode ser
gque as proteinas presentes na matriz organica tenham um papel importante no
desencadeamento da resposta imune também como o calcio.

Os animais do campo estéo expostos a todo o tipo de contaminacao e alteracoes
ambientais, o que os levam ao constante e inevitavel contato com elementos
guimicos que estejam dissolvidos naquele habitat. Nesse contexto, espécies de
Biomphalaria tém sido analisadas quanto a capacidade de bioacumulacdo de
metais pesados e possiveis alteracdes metabdlicas devido ao contato com
herbicidas e moluscicidas, o que Ihes confere o carater de bons indicadores de
contaminagdo ambiental (Mahamoud; Abu Taleb, 2013; Lima et al. 2012). O
ferro, o fésforo e o silicio compdem quimicamente diversos agrotoxicos e
fertilizantes, e em paralelo a isso, nossos resultados demonstram diferencga
significativa desses elementos nas conchas coletadas no campo. O ferro e o
fésforo sdo componentes quimicos que compde agrotdxicos inorganicos que,
assim como os demais tipos, agem direta ou indiretamente na morte ou controle

de organismos vivos (Jardim; Andrade; Queiroz, 2009). O ferro € naturalmente
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encontrado na hemoglobina que compde a hemolinfa de Biomphalaria spp.
(Souza; Lima, 1990; Barbosa, 1995; Paraense, 2008) porém, também é um
metal pesado que tende a bioacumular em diversos organismos. O fésforo é um
elemento que apresenta funcao essencial para plantas e animais, principalmente
no que se refere a compostos moleculares (Westheimer, 1987). Devido a isso,
tem sido muito utilizado como fertilizante na producéo agricola (Ashley; Cordell;
Mavinic, 2011). O silicio € um ametal que também tem sido utilizado para o
controle de insetos-praga (Gomes et al., 2009; Scholz; Wellmer, 2013), o que
justifica, em conjunto com o ferro e o fésforo, o encontro desses elementos nas
conchas de campo.

Ao relacionarmos os elementos quimicos citados e as areas de coleta, é
valido ressaltar que o ponto de coleta em Paracambi/RJ era uma éarea
urbanizada, com moradias ao redor de um pequeno cOrrego, com despejo de
esgoto doméstico, onde foram encontrados os espécimes de B. straminea. O
ponto de coleta em Jacarepagua/RJ também estava localizado em uma area
urbanizada, com indicios de despejo de esgoto. Ja as areas de coleta em
Sumidouro/RJ foram predominantemente rurais e proximas a regioes de plantio,
onde em alguns pontos foi possivel sentir um forte cheiro de agrotéxico. Além
disso, nos corpos d’agua onde foram encontrados os espécimes de B.glabrata,
a agua se mantinha represada, sem um fluxo corrente.

O programa para a promocéao da fluoretacéo da agua de abastecimento foi
desenvolvido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e preconizada por
diversos paises e outras organizacbes de saude e ciéncia (Zimmer; Jahn;
Barthel, 2003). Apesar disso, o fltor apresenta toxicidade aguda quando ingerido
em excesso, podendo acarretar no desenvolvimento ou agravamento de
osteoporose (Santos et al., 2017). Em nosso estudo foi evidenciada a presenca
de flor na maioria das conchas, em consequéncia do ambiente em que se
encontram. Nesse estudo, ndo foi observada relacao entre a quantidade de flGor
e de calcio nas conchas. Destaca-se o fato das conchas de laboratorio de B.
glabrata apresentarem concentracdo significativamente maior desse elemento
em relacdo as outras duas espécies, também de populagBes criadas em
laboratério. Esse fato, assim como em outros elementos quimicos, ressalta a
hipotese de que cada espécie apresenta expressao metabdlica individualizada,

0 que a faz ter um fendtipo quimico especifico.
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E notdria a ampla aplicabilidade e estudos do NIR em diversas éareas,
principalmente médica e econbmica. Porém, ao relacionarmos com a
biodiversidade e, mais especificamente, com moluscos, a quantidade de estudos
diminui consideravelmente. Essa escassez de pesquisas na area associada a
utilidade do espectrofotdmetro NIR, nos levou a realizar analises de moluscos
limnicos (Mello-Silva et al.,, 2015), o que tem intensificado o uso desse
equipamento principalmente nas trés espécies de Biomphalaria, que atuam
como hospedeiras intermediarias de S. mansoni no Brasil.

Mediante este fato, foi necessario padronizar o uso do NIR em espécies do
género Biomphalaria. Para tanto, seguimos algumas recomendacdes (Vance et
al., 2016) e orientacdes de diferentes trabalhos com outros invertebrados, como
mosquitos (Sikulu et al., 2014; Sikulu-Lord et al., 2016) e moluscos bivalves
(Fluckiger et al., 2011). A quantidade de amostras tem uma influéncia direta com
a criacdo de um modelo de classificagao robusto e significativo. Quanto maior e
de mais variadas populacées de espécimes o modelo for, melhor sera a sua
calibracéo e validagéo (Vance et al., 2016), devido as diferencgas fenotipicas intra
e interespecificas.

Analisar os moluscos vivos foi um teste pioneiro realizado pelo nosso
grupo, pois experimentos utilizando gastrépodes vivos usando o NIR ainda nao
tinham sido realizados. Trabalhos anteriores ndo utilizaram animais vivos, mas
sim congelados, como insetos (mosquitos) (Sikulu et al., 2016) e moluscos
bivalves (Fluckiger et al., 2011) e sédo escassos na literatura. No entanto, estes
autores ndo avaliaram a sobrevivéncia do animal ap6s a passagem pelo NIR.
Em nosso experimento, observou-se que todos os moluscos que passaram pelo
NIR sobreviveram, o que demonstra que o feixe 6ptico do espectrofotdbmetro NIR
que incide sobre o molusco néo influencia negativamente suas func¢des vitais.
Eles continuaram vivos e eliminando massas ovigeras.

As anadlises intraespecificas realizadas enfatizam a influéncia que o
ambiente externo tem sobre o metabolismo das espécies de organismos
aguaticos. Variadas condicdes podem ter influenciado a diferenciacéo
encontrada entre exemplares da mesma espécie que foram coletados em campo
e criados em laboratério. Nossos resultados demonstraram que, dentre as trés
espécies estudadas, B. glabrata apresentou a separacgdo intraespecifica mais

evidente (85%). Esse fato expressa que a mesma espécie encontrada em campo
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e criada em laboratério apresentam metabolismo diferente, que esta associado
as alteracdes metabolicas causadas por fatores ambientais. Neste estudo, a
populacdo de B. glabrata foi coletada no municipio de Sumidouro, regido que
tem a agricultura convencional como um de seus pilares econdmicos e, por isso,
0s agrotéxicos sdo frequentemente usados (Stotz, 2012). Esse tipo de
contaminante quimico tem a capacidade de causar alteragdes nos sistemas
reprodutivo, ser antioxidante, citotdxico e genotoxico para as espécies desse
género (Lima et al., 2018; Ibrahim; Sayed, 2019). Além disso, certos portadores
moleculares de informacédo epigenética sédo sensiveis as condicdes ambientais
em que os moluscos estdo expostos, representando uma caracteristica chave
para o seu desenvolvimento (Fallet et al. 2019). A diferenciacao intraespecifica
das trés espécies pode ter sido influenciada por alteracdes epigenéticas
produzidas em resposta ao ambiente em que esses animais se encontram e
podendo ser transmitida a futuras geracdes, necessitando de estudos mais
profundos.

Em relacdo as analises interespecificas, os resultados demonstraram ser
possivel separar as trés espécies hospedeiras intermediarias de S. mansoni,
usando moluscos vivos através o FT-NIR, tanto em popula¢gdes oriundas do
campo, quanto aquelas mantidas em laboratorio. Os erros de classificagdo foram
evidenciados entre os espécimes de B. glabrata e B. tenagophila demonstrando
gue os fenotipos quimicos das espécies estdo mais proximos. Este fato pode
estar relacionado as semelhancas morfolégicas e biolégicas destas espécies,
além da possibilidade de algumas destas populacdes se cruzarem (Mello-Silva
et al.,, 1998). No entanto, Vidigal et al. (2000), usando um marcador de
diferenciacdo genética (ITS2), demonstraram que B. glabrata e B. tenagophila
estdo em clados diferentes, o que representa relativa distancia genética entre
elas.

A possibilidade de usar os conteudos de glicogénio nos tecidos para
construir modelos de calibracdo que diferenciam essas estruturas pela predicao
da quantidade destes conteudos, ja foi realizada com outros moluscos, como 0s
bivalves, usando o NIR. Estes estudos estéo relacionados a qualidade alimentar
dos moluscos, demonstrando variagdo nos conteudos de glicogénio em fungéo
do acondicionamento da massa visceral de individuos da mesma espécie. Os
autores utilizaram modelos de calibracdo para predizer as concentracdes de

glicogénio, analisadas através do método padrao (Fluckiger et al., 2011)
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Ressalta-se ainda que os acertos foram maiores em B. tenagophila e B.
straminea, que apresentam caracteristicas biolégicas peculiares e adaptadas a
um determinado tipo de ambiente. Estas adaptagbes podem ser expressas em
caracteristicas metabdlicas que foram detectadas pelo NIR.

A utilizacdo do NIR com moluscos vivos é viavel, mas torna-se necessario
analisar os dados em fung¢do do ambiente, pois 0 mesmo interfere no fenétipo
guimico do animal. Apesar da possibilidade de diferenciar as espécies de
campo, ha necessidade de ampliar os estudos para diferentes bidtopos. A
ferramenta NIR pode auxiliar os estudos complementares da taxonomia
cldssica, como um fenétipo quimico, levando em consideracdo as possiveis
alteracdes epigenéticas dos moluscos a exposicdo em ambientes poluidos.

As conchas, segundo os taxonomistas, podem ser utilizadas como um dos
caracteres morfologicos de diferenciacdo das espécies. No entanto, é
necessaria também a dissec¢ao e a caracterizacdo de algumas estruturas do
aparelho reprodutor e excretor para o diagnéstico taxonémico (Paraense, 2008).
Os resultados demostraram que ha uma variacdo interespecifica entre as
conchas das espécies de Biomphalaria analisadas. Estes resultados tornam-se
interessantes sob diversos aspectos como: possibilidade de composicéo
diferentes das conchas; a participacéo direta das conchas no metabolismo do
molusco e a preservacdo das conchas ao longo do tempo.

Estudos com relac&o as conchas de Biomphalaria séo restritos a formacao
e composicao das conchas de B. glabrata (Marxen; Becker, 1997; Marxen et al.,
1998; Marxen et al., 2003; Hasse et al., 2000). Considerando que as conchas
sdo um reflexo das projecbes metabdlicas do animal, as trés espécies
apresentam caracteristicas biologicas e fisioldgicas distintas entre si,
possivelmente o arranjo quimico e proteico nas matrizes das conchas desses
animais apresenta-se de forma diferente. Devido aos compostos organicos
serem ricos em ligacdes covalentes, principalmente proteinas e lipidios, as
classificacbes obtidas no NIR, através dos nossos resultados, estdo
provavelmente relacionadas a constituicdo da matriz organica das conchas.

Outra questdo com relacdo as variacbes observadas nos resultados
conquiliolégicos, é que as conchas vao além das fungfes bésicas ja conhecidas
nos moluscos. As conchas de Biomphalaria spp. participam diretamente da

regulacdo do metabolismo de célcio (Magalhdes; Pinheiro; Mello-Silva, 2011).
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Em estudo observando a participacdo de calcio exégeno no metabolismo de
carboidratos de B. glabrata (Silva et al., 2017), pode-se afirmar que ele influencia
a fisiologia do animal e consequentemente o resultado do processo metabdlico.
Assim como ocorre com 0 calcio, outras substéncias do ambiente também
podem ser mobilizados para o organismo e deste para a concha de formas
diferentes conforme a espécie, podendo justificar a diferenciacdo das mesmas,
usando somente as conchas.

Quanto ao diagnostico parasitologico, usando o NIR, Sikulu-Lord et al.
(2016) verificaram a diferenciacdo de mosquitos Aedes aegypti com a
endossimbiose por Wolbachia spp., enquanto Fernandes et al. (2018)
observaram a diferenciagéo de A. aegypti néo infectados dos infectados por Zika
virus, e Maia et al. (2019) realizaram o diagnéstico parasitologico de mosquitos
do género Anopheles infectados por Plasmodium falciparum.

O sucesso da diferenciacdo dos moluscos infectados estd baseado no
perfil metabdlico distinto dos animais frente a infeccdo. Essa, assim como o
jejum, altera significativamente os conteudos de glicogénio nos tecidos e sua
disponibilidade na hemolinfa (Becker, 1983; Livingstone; Zwaan, 1983; Mello-
Silva et al., 2010, 2011; Pinheiro, 2007). A espécie B. glabrata infectada por S.
mansoni reduz os conteudos de glicogénio nos tecidos, chegando a ficar a niveis
ndo detectaveis com os meétodos bioquimicos, associados a eliminacdo de
cercaria pelos moluscos (Mello-Silva et al., 2010). Outra alteracdo esta
associada aos produtos nitrogenados de excrecéo, devido a alteracéo no ciclo
da ureia, proporcionada pela ingestdo de arginina pelos esporocistos
secundarios para o desenvolvimento de cercérias intramolusco (Pinheiro, 2007;
Mello-Silva et al., 2011). A diferenciacdo parasitoldgica, do periodo pés-triagem,
usando o FT-NIR foi realizada quando os moluscos estavam eliminando
cercarias, logo, € provavel que esta diferenciacdo deva ter ocorrido devido a
estas alteracBes metabdlicas.

A baixa taxa de classificacao de acertos (40%) do modelo de classificacao
do grupo pré-triagem, em que todos os caramujos foram expostos a infec¢ao,
porém nem todos obtiveram eliminacdo de cercéria, demonstra a significativa
relacdo parasito-hospedeiro em que muitas vezes € subestimada. Apos 24h de
infeccdo ja € possivel identificar alteracbes imunoldgicas, protebmicas e

metabolicas sofridas pelo caramujo B. glabrata (Mendes et al., 2019), e a partir
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desse momento, durante todo o processo de infec¢do, observa-se uma corrida
imunolégica entre B. glabrata e S. mansoni, em que ambos se utilizam de
mecanismos subjacentes de fracasso ou sucesso do desenvolvimento da
infeccdo que sdo multigénicos e variaveis (Coustau et al., 2015). Logo, podemos
considerar que alguns dos animais expostos e negativos, passaram pelas
mesmas altera¢des imunoldgicas, protedmicas e metabdlicas que os caramujos
positivos, pelo fato de terem sido expostos a presencga do parasito, o que levou
a uma maior semelhanca entre os espectros obtidos pelo FT-NIR no periodo

anterior a triagem.

7 CONCLUSOES

e A descricdo morfolégica ultraestrutural das conchas de B. glabrata, B.
tenagophila e B. straminea, provenientes do campo e de laboratorio, foi
realizada evidenciando as caracteristicas das linhas de crescimento, a
presenca ou auséncia de periostraco, desgaste das conchas, a diferenca
entre a camada prismatica de cada uma delas, angulacéo entre as suturas,
indicando a presenca de carena em B. tenagophila, e em menor intensidade

nas conchas de B. straminea;

¢ Os elementos quimicos primordiais da composi¢cédo da concha (C, O, Ca eN)
foram observados em todas as trés espécies no umbigo e na ultima volta das
conchas. As conchas das populagdes de campo apresentaram maior
variedade de elementos quimicos quando comparadas as de laboratorio.
Elementos quimicos como ferro, silicio e fosforo, relacionados principalmente
ao uso de agrotoxicos e fertilizantes, foram encontrados em maior quantidade

nas conchas provenientes do campo, principalmente em B. glabrata;

e Utllizando exemplares vivos, as trés espécies de Biomphalaria foram

diferenciadas através do FT-NIR;

¢ A diferenciacéo intraespecifica de espécimes vivos, provenientes do campo e
de laboratoério, evidenciou que o ambiente pode influenciar nas alteracbes
epigenéticas desses moluscos, expondo que individuos da mesma espécie

criados em locais diferentes, podem apresentar fenétipo quimico distinto.
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e O uso da técnica NIRS apresentou variacao interespecifica entre as conchas
das espécies de Biomphalaria oriundas do campo e de laboratério, o que

ressaltou a possibilidade de composicéo diferente das conchas.

e Foi possivel criar e validar um modelo espectrofotométrico para o diagnostico
parasitologico de B. glabrata infectada experimentalmente com S. mansoni.
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